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ABC, del inglés ATP Binding Cassette 
AHL, N-acil homoserina lactona 
AI, autoinductores (del inglés autoinducers) 
d.p.i., días tras la inoculación 
EPS, exopolisacáridos (del inglés exopolysaccharides) 
HAE transportadores de compuestos hidrófobos y anfipáticos (del inglés hydrophobe 
amphiphile efflux) 
HME, transportadores de metales pesados (del inglés heavy metal efflux) 
ISR, resistencia sistémica inducida (del inglés, induced systemic resistance) 
KPS, polisacáridos capsulares tipo antígeno-K (del inglés, K-capsular polysaccharides) 
LCO, lipo-quito-oligosacárido (del inglés, lipochitooligo- saccharide) 
LPS, lipopolisacárido (del inglés, lipopolysaccharides) 
MATE, del inglés multidrug and toxic compound extrusion  
MDR, bomba de resistencia a multidrodas (del inglés multidrug resistance) 
MFP, proteína de fusión de membrana (del inglés membrane fusión protein) 
MFS, del inglés major facilitator superfamily 
N-MBD, dominios de unión a metales localizados en la región amino terminal (del inglés 
metal binding domain) 
Nod, nodulación (del inglés, nodulation) 
OMF, proteína de membrana externa (del inglés outer membrane factor) 
PGPR, rizobacterias que promueven el crecimiento vegetal (del inglés, plant growth 
promoting rhizobacteria) 
QS, quorum sensing 
SMR, del inglés small multidrug resistance 
RFLP, polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restricción(del inglés restriction 
fragment length polymorphism) 
RND, bombas implicadas en resistencia, nodulacion y división celular, (del inglés 
resistance, nodulation and cell división)  
ROS, especies reactivas de oxígeno (del inglés, reactive oxigen species) 
TBDT, transportadores dependientes de TonB, (del inglés TonB dependent transporter) 
TM, dominios transmembrana (del inglés transmembrane domain) 
T3SS, sistema de secreción de tipo III (del inglés, type 3 secretion system) 
T4SS, sistema de secreción de tipo IV (del inglés, type 4 secretion system) 
  
T6SS, sistema de secreción de tipo VI (del inglés, type 6 secretion system) 
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1. Los rizobios 
Varias especies de bacterias, la mayoría pertenecientes a la clase 
Alphaproteobacteria y al orden Rhizobiales (Madigan et al., 2015) pueden establecer una 
relación simbiótica con plantas de la familia Leguminosae (Spaink et al., 1998). En su 
conjunto, a estas bacterias se les denomina rizobios y tienen la capacidad única de 
inducir la formación de unas estructuras, denominadas nódulos, en las raíces o tallos de 
las plantas hospedadoras, en los cuales se produce la fijación simbiótica de nitrógeno 
molecular (N2). Este proceso se desarrolla a través del intercambio de señales 
moleculares específicas, como son los flavonoides secretados por las raíces de las 
leguminosas y los llamados factores Nod producidos por los rizobios tras la percepción 
de estos flavonoides (Lerouge et al., 1990; Spaink et al., 1991; Truchet et al., 1991).  
 
Dentro de las Alphaproteobacterias, el orden Rhizobiales es el más amplio y en 
él se encuadran los rizobios como una colección polifilética de géneros. Concretamente, 
son nueve los géneros pertenecientes a este orden que contienen rizobios: 
Bradyrhizobium, Ochrobactrum, Azorhizobium, Devosia, Methylobacterium, Mesorhizobium, 
Phyllobacterium, Ensifer (clásicamente denominado Sinorhizobium), y Rhizobium (Madigan 
et al., 2015). Recientemente, se ha demostrado que algunos miembros de las clases Beta- 
y Gammaproteobacteria también tienen la capacidad para nodular leguminosas, 
(Gyaneshwar et al., 2011). 
 
2. El Proceso simbiótico rizobio-leguminosa 
La simbiosis rizobio-leguminosa es el resultado de millones de años de 
coevolución, constituyendo un proceso complejo y exquisitamente regulado que juega 
un importante papel porque ofrece la capacidad de convertir el N2 atmosférico en formas 
asimilables por la planta (Rivas et al., 2009); siendo además, el proceso que más 
contribuye a la fijación de N2 en la Tierra (Sprent, 2001).   
La simbiosis comienza con el intercambio de señales químicas entre la planta y 
la bacteria. Las raíces de las plantas secretan flavonoides, variando éstos según la especie 
de la planta y siendo reconocidos única y específicamente por algunas especies de 
rizobios, dando lugar al primer nivel de especificidad de la simbiosis (Hassan y 
Mathesius, 2012). Los flavonoides difunden a través de la membrana del rizobio y son 
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percibidos por la proteína NodD, un regulador transcripcional de la familia LysR, que 
activa la transcripción de los diversos genes implicados en la nodulación, entre ellos los 
responsables de la producción de los factores Nod (Wang et al., 2012). 
 
La curvatura del pelo radical y el crack entry son los dos mecanismos de infección 
usados por la bacteria. El crack entry implica la entrada de los rizobios a través de roturas 
en las raíces laterales o los tallos (Goormachtig et al., 2004). La curvatura del pelo radical 
depende del reconocimiento de los factores Nod, este reconocimiento provoca una 
oscilación de los niveles de calcio y la subsiguiente cascada de señalización  que provoca 
la curvatura del pelo radical (Esseling et al., 2003), (Figura 1).
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Figura 1. Estrategias de nodulación en los rizobios. a) Inducción de la formación de nódulos en las leguminosas por la vía dependiente de los factores Nod. Se 
indican en rojo los compuestos o genes variables: (i) compuestos alternativos excretados por la planta, (ii) reguladores posteriores a nodD que pueden modular 
la expresión de los genes nod, (iii) aunque el esqueleto de los factores Nod es controlado por los genes nodABC, la combinación con otros genes de nodulación 
(nol y noe), específicos de estirpe, puede variar las decoraciones de los factores Nod. b) Proceso de formación del nódulo independiente de los factores Nod. La 
acumulación en la zona de infección de compuestos como la citoquinina, sintetizados por la bacteria, podría disparar la organogénesis del nódulo directamente. 
Figura adaptada a partir de la publicada por Downie, (2007). 
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El desarrollo del nódulo por la vía dependiente de los factores Nod, comprende 
una serie de fases, de las que las más importantes son: 
 (i) Los pelos radicales se curvan para atrapar a la bacteria y producen una invaginación 
de la pared celular (tubo de infección) a través de la cual la bacteria penetra en las capas 
profundas de las células de la raíz.  
(ii) El reconocimiento de los factores Nod induce una acumulación temporal de 
flavonoides, la inhibición del transporte de auxinas y la división de las células del córtex 
de la raíz, dando lugar a la formación del primordio nodular.  
(iii) El tubo de infección libera los bacteroides en el primordio nodular, el cual continúa 
su desarrollo hacia un nódulo funcional (Hirsch, 1992; Perret et al., 2000) (Figura 2).  
 
Figura 2. Proceso de desarrollo del nódulo a través de la vía dependiente de factores Nod. Figura 
modificada de Oldroyd, (2013). 
 
Hay dos tipos principales de nódulos, indeterminados y determinados, y esto 
depende exclusivamente de la leguminosa. Los nódulos indeterminados comienzan la 
división celular en el córtex interno (Ferguson et al., 2010). Éstos mantienen un 
meristemo persistente y forman distintas zonas: zona de invasión del rizobio, zona de 
fijación activa de N2 y zona de senescencia (Udvardi y Poole, 2013). Estas zonas 
contienen rizobios en distintos estados de desarrollo y la zona proximal pierde la 
capacidad para reproducirse (Mergaert et al., 2006), (Figura 3A). Sin embargo, la división 
celular en los nódulos determinados comienza en el córtex externo (Ferguson et al., 2010). 
Estos nódulos no tienen un meristemo persistente y contienen un grupo homogéneo de 
rizobios con total viabilidad (Saeki, 2011), (Figura 3B).
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Figura 3.  Desarrollo nodular. A, Estructura durante las fases del desarrollo de un nódulo 
indeterminado. B, Estructura durante las fases del desarrollo de un nódulo determinado, 
(Ferguson et al., 2010).  
 
En la formación del nódulo pueden intervenir estrategias moleculares que 
influyen en la diferenciación del rizobio a bacteroide en el interior del nódulo. Se 
conocen tres tipos diferentes de bacteroides, E, S y U que están determinados por el clado 
al que pertenece la leguminosa hospedadora (Vasse et al., 1990; Mergaert et al., 2006; 
Oono et al., 2010; Bonaldi et al., 2011; Haag et al., 2011, 2013; Kondorosi et al., 2013). En el 
clado IRLC (Inverted Repeat Lacking sequence Clade), que incluye leguminosas como 
Medicago, Pisum, Vicia, Trifolium, Glycyrrhiza, Galega y Astragalus (Wojciechowski et al., 
2000; Terpolilli et al., 2012), los rizobios están sometidos a endorreduplicación, acoplado 
al aumento del tamaño celular (Paau et al., 1979, Kobayashi et al., 2001, Mergaert et al., 
2006). Los bacteroides están elongados (bacteroides de morfotipo E) y diferenciados a 
término (Mergaert et al., 2006). En el clado Dalbergoides, que contiene los géneros 
Aeschynomene y Arachis (Bonaldi et al., 2011), el bacteroide también está sometido a 
endorreduplicación y alargamiento celular y dependiendo de la especie de la planta, 
pueden ser elongados (morfotipo E) o esféricos (morfotipo S). Sin embargo, en 
leguminosas del clado Millettoides-Phaseoloides, como Phaseolus, Vigna, Lotus y Glycine, 
los rizobios no están sometidos a una diferenciación a término, los bacteroides presentan 
B
b 
A 
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una forma celular, tamaño y contenido en ADN, similar al de vida libre (morfotipo U) 
(Paau et al., 1979; Mergaert et al., 2006). En leguminosas pertenecientes al clado IRLC, la 
diferenciación del bacteroide está determinada por factores de ambos simbiontes. Estas 
leguminosas producen un conjunto de péptidos antimicrobianos, únicamente dentro del 
nódulo, que causan endorreduplicación del genoma de la bacteria y fuerzan al rizobio a 
entrar en un estado de no crecimiento (Mergaert et al., 2003, 2006; Van de Velde et al., 
2010; Bonaldi, et al., 2011; Marshall et al., 2011; Penterman et al., 2014). A estos péptidos 
se les conoce como NCR (Nodule-specific Cysteine-Rich) (Mergaert et al., 2003; Haag et 
al., 2012) y todos presentan un patrón específico de cuatro o seis residuos conservados 
de cisteína. Por parte de la bacteria, la proteína BacA está implicada en la diferenciación 
del bacteroide en los nódulos de leguminosas del clado IRLC. Por consiguiente, un 
mutante bacA de Ensifer meliloti fracasa en la diferenciación dentro de células nodulares 
de Medicago, y rápidamente mueren por su hipersensibilidad a los péptidos NCR 
producidos por estas células (Glazebrook et al., 1993; Haag et al., 2011), en consecuencia 
no fijan N2 y no pueden mantener el crecimiento de la planta. Sin embargo, el gen bacA 
de los rizobios no se requiere para la persistencia de la bacteria y la fijación de N2 en los 
nódulos de las plantas hospedadoras que no producen péptidos (Haag et al., 2011).  
 
 3. Características de los rizobios 
A pesar de la diversidad genética, está claro que los diferentes géneros de los 
rizobios tienen muchas características genéticas y bioquímicas comunes que están 
relacionadas con su capacidad para establecer simbiosis efectivas. Estos factores 
comunes incluyen las ya mencionadas capacidades de reconocer señales moleculares 
específicas, como los flavonoides de las plantas hospedadoras y de producir señales 
moleculares especiales, tales como los factores Nod. Además, otros factores comunes 
incluyen adaptaciones estructurales especializadas y la regulación especial de algunos 
tipos de moléculas que también están presentes en muchas otras bacterias del suelo. 
Estas moléculas están implicadas en funciones especializadas durante el establecimiento 
de la simbiosis como: adaptación a las diferentes condiciones de crecimiento, 
supervivencia ante la presencia de muchos compuestos potencialmente tóxicos 
(compuestos fenólicos y enzimas) y en la necesidad de evitar la respuesta de defensa de 
la planta. 
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3.1 Genes simbióticos 
Los genes esenciales para la nodulación, infección y fijación de N2 están 
agrupados en módulos simbióticos que contienen los genes implicados en la síntesis, 
procesamiento y transporte de los factores Nod (nod/nol/noe), de los cuales los más 
conservados son nodABCDIJ y nifABHDKENT (Remigi et al., 2015). La única excepción la 
constituye un grupo de bradyrhizobios que no poseen genes de nodulación canónicos e 
inician la nodulación sin factores Nod (Giraud et al., 2007). Estos módulos de genes 
simbióticos se encuentran agrupados en elementos genéticos transmisibles, como 
grandes plásmidos presentes en todos los géneros de rizobios (Galibert et al., 2001) y 
grandes elementos transponibles, como las llamadas islas simbióticas flanqueadas por 
secuencias de inserción, presentes en Mesorhizobium loti y Bradyrhizobium japonicum 
(Sullivan et al., 2002). En el caso de B. japonicoum USDA 110, la isla simbiótica tiene un 
tamaño de 681 kb y porta un grupo de genes simbióticos con bajo contenido en GC. Junto 
a la isla simbiótica se encuentran 14 pequeñas islas genómicas (4-97 kb) (Kaneko et al., 
2002), que son regiones de ADN adquiridas horizontalmente que normalmente se 
insertan en las inmediaciones de los genes de ARNt en el cromosoma y están 
flanqueadas por secuencias directas repetidas (Dobrindt et al., 2004). Las islas genómicas 
presentan frecuentemente un contenido en GC distinto al del resto del cromosoma y 
albergan varios genes que codifican proteínas implicadas en patogenicidad, degradación 
de compuestos xenobióticos, absorción de hierro, resistencia a antibióticos, metabolismo 
secundario o simbiosis (Dobrindt et al., 2004). 
 
3.2 Superficie celular 
Otras características de los rizobios que también pueden tener implicación 
simbiótica son: el metabolismo del carbono y del nitrógeno (Kahn et al., 1998; Kaminski 
et al., 1998), las características de la superficie celular (Brewin 1998; Kannenberg et al., 
1998), el mecanismo de quorum sensing (QS), la secreción de efectores (Finnie et al., 1997; 
Finnie et al., 1998; Viprey et al., 1998; York y Walker, 1997) y los sistemas de absorción 
especializados (Kahn, 1998; Lugtenberg, 1998; Willis y Walker, 1999), entre otros. En 
relación al reconocimiento especializado entre los rizobios y las plantas hospedadoras, 
son importantes los componentes estructurales de la superficie celular de los rizobios y 
la regulación de la producción de los mismos. Moléculas como los polisacáridos 
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capsulares o KPS, que se unen normalmente a la membrana externa (Rodríguez-Navarro 
et al., 2007); los glucanos cíclicos (Breedveld y Miller, 1998; Rodríguez-Navarro et al., 
2007) que se encuentran principalmente en el espacio periplásmico o bien liberados al 
medio de cultivo en cultivo in vitro; los lipopolisacaridos [LPS (Becker y Pühler, 1998)], 
componentes estructurales de la membrana externa (Rodríguez-Navarro et al., 2007) y 
los polisacáridos extracelulares [EPS (Becker y Pühller, 1998)], débilmente asociados con 
la membrana externa o totalmente liberados al medio extracelular (Rodríguez-Navarro 
et al., 2007). Todos ellos son de enorme importancia, como demuestra el reciente 
descubrimiento en Lotus japonicus, donde un receptor específico que reconoce el EPS de 
bacterias compatibles e incompatibles y que controla la entrada de la bacteria a través de 
la pared celular de las células epidérmicas de la planta (Kawaharada et al., 2015).  
 
La necesidad de determinados polisacáridos superficiales para el establecimiento 
de la simbiosis depende de la especie del rizobio. Se ha visto que cepas de E. meliloti que 
producen únicamente EPS o KPS, son efectivas en la simbiosis con alfalfa (Pellock et al., 
2000). Sin embargo, en Ensifer fredii HH103 EPS y KPS no son equivalentes, el KPS es de 
crucial importancia para su capacidad simbiótica, pero no así el EPS, ya que mutantes 
de esta estirpe en genes rkp están afectados simbióticamente, produzcan o no EPS, 
(Paradas et al., 2006).  
  
Las plantas han desarrollado varios mecanismos de defensa contra las 
infecciones bacterianas como son la producción de compuestos antimicrobianos, 
fitoalexinas y especies reactivas de oxígeno (ROS) (Matamoros et al., 2003; D'Haeze y 
Holsters, 2004). Esto ha llevado a que, tanto patógenos de plantas como simbiontes 
posean diversas estrategias para evadir los sistemas de defensa de las plantas y 
protegerse de ellos; entre esas estrategias, los polisacáridos superficiales de los rizobios 
tienen una función protectora primordial (D'Haeze y Holsters, 2004). De hecho, cambios 
en la estructura de los polisacáridos superficiales, generalmente resultan en un aumento 
de la sensibilidad frente a los compuestos antimicrobianos. Un ejemplo es el EPS I de 
bajo peso molecular de E. meliloti cuya función como supresor de la respuesta de la 
planta es muy importante en la simbiosis con Medicago sativa (Niehaus et al., 1996). 
Además, el EPS de los rizobios tiene un papel muy importante en la formación de biofilm, 
al igual que ocurre en otras bacterias, siendo el mayor componente de la matriz, lo cual 
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aporta una barrera física contra la difusión de productos tóxicos y protección contra 
diferentes tipos de estrés medioambiental (Rinaudi y Giordano, 2010). 
Por otro lado, se ha descrito que muchos rizobios con mutaciones en el LPS son 
deficientes en simbiosis porque probablemente inducen una mayor respuesta defensiva 
por parte del hospedador y/o porque son más sensibles a los sistemas de defensa de la 
planta. El patrón de ácidos grasos del lípido A del LPS, parece tener un papel crucial 
suprimiendo la producción de ROS en la planta (Scheidle et al., 2005; Tellstrom et al., 
2007), además parece reducir la expresión en la planta de genes implicados en la 
respuesta de defensa como la fenil alanina amonio liasa (Tellstrom et al., 2007). 
En este contexto, cabe destacar que la simbiosis rizobio-leguminosa, además del aporte 
de nitrógeno a la planta hospedadora, promueve la activación de los mecanismos de 
resistencia frente a patógenos por la vía Resistencia Sistémica Inducida (ISR), como se ha 
visto en plantas de arroz inoculadas con Rhizobium leguminosarum biovariedad trifolii 
cuya producción de compuestos fenólicos se ve incrementada, resultando en una 
respuesta ISR bajo condiciones de estrés por patógenos (Mishra et al., 2006). Otro caso ha 
mostrado  
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que el LPS de R. etli produce ISR que protege a las raíces de la patata frente a las 
infecciones por nematodos, (Carlson et al., 2010). 
Figura 4. Esquema de la superficie celular de los rizobios, mostrando la posición de los 
polisacáridos de superficie que podrían estar implicados en la unión del rizobio con la raíz de la 
leguminosa hospedadora. ME: Membrana externa, EP: espacio periplásmico, PG: capa de 
peptidoglicano, EPS: exopolisacárido, GC: glucanos cíclicos, FL: fosfolípidos, MP: proteína de 
membrana, KPS: polisacárido capsular, LPS: lipopolisacárido. (Rodríguez-Navarro et al., 2007). 
 
3.3 Quorum sensing (QS) 
Muchas bacterias regulan su expresión génica en respuesta a cambios en la 
densidad de población en un proceso llamado quorum sensing, el cual está mediado por 
pequeñas moléculas señal difusibles llamadas autoinductores (AI) (Fuqua et al., 1994; 
Miller y Bassler, 2001). Los genes regulados por QS están implicados en cambios 
adaptativos en la fisiología de las poblaciones bacterianas, adaptando y modificando su 
comportamiento cuando se alcanza una cierta densidad celular. En bacterias Gram 
negativas, los principales AI se han identificado como N-acil-homoserina lactona (AHL), 
y su producción se ha detectado en bacterias asociadas a plantas pertenecientes a los 
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géneros Agrobacterium, Rhizobium, Ensifer, Pantoea, Erwinia, Pseudomonas y Xantomonas 
(Cha et al., 1998), entre otros.  Los genes controlados por QS, modulan una amplia 
variedad de fenotipos, virulencia, transferencia de plásmidos, producción de toxinas, 
inhibición del crecimiento, adaptación a la fase estacionaria, formación de biofilm, 
producción deEPS, movilidad, eficiencia en la nodulación, desarrollo del simbiosoma y 
fijación de nitrógeno, los cuales son esenciales para un establecimiento exitoso de la 
simbiosis o para la relación patogénica con hospedadores eucariotas (Pérez-Montaño et 
al., 2011 y 2013).  
Los rizobios se han descrito como formadoras de microcolonias o biofilm, la formación 
de biofilm es un proceso altamente regulado en el cual los componentes de la superficie 
bacteriana, especialmente EPS, flagelos y LPS en combinación con la presencia de señales 
bacterianas de QS, juegan un papel esencial (Rinaudi y Giordano, 2010).  La estructura 
tridimensional del biofilm se debe a una matriz extracelular que está formada por EPS 
(Sutherland, 2001) y factores Nod en el caso de E. meliloti (Fujishige et al., 2008). La 
formación de biofilm permite a las bacterias del suelo colonizar los habitas de alrededor, 
y sobrevivir a los tipos de estrés más comunes, como la desecación y la limitación de 
nutrientes, (Pérez-Montaño et al., 2013). 
 
3.4 Movilidad 
A lo largo de la evolución las bacterias han ido adquiriendo capacidades que les 
han permitido adaptarse a las condiciones ambientales desfavorables. Entre estas 
capacidades se encuentra la movilidad, que les confiere mayor eficacia en obtención de 
nutrientes, acceder a mejores nichos, evitar el efecto de sustancias tóxicas o una mejor 
dispersión bacteriana en el medio ambiente. 
Dependiendo de las propiedades hidrofílicas del medio, se ha descrito que las bacterias 
pueden emplear al menos seis tipos distintos de movilidad. En medios líquidos las 
bacterias emplean la movilidad tipo swimming y sobre superficies sólidas o semi-sólidas 
se dan los siguientes tipos: swarming, sliding, twitching, gliding y el recientemente descrito 
surfing. (Figuras 5 y 6). El swimming es un movimiento dependiente de flagelos, se da en 
medios acuosos y en superficies que presentan un fluido denso sobre ellas y se 
caracteriza por un patrón de movimiento bacteriano desorganizado. El swarming es un 
tipo de translocación bacteriana dependiente de flagelos y se caracteriza por el 
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movimiento rápido y coordinado de toda una población sobre una superficie. Sin 
embargo, el sliding, es un movimiento independiente de flagelos que se produce por la 
expansión de una colonia en crecimiento y la reducción de tensiones superficiales debido 
a la excreción de agentes surfactantes. Por otro lado, el twitching es un tipo de movilidad 
sobre superficies presentado por células individuales que tiene lugar debido a la 
extensión y retracción de pili tipo IV. Por último, el gliding no requiere la presencia de 
flagelos o pili pero implica componentes de adhesión focal, estos componentes anclan la 
bacteria al substrato y posiblemente actúan como motor, (Kearns, 2010). Recientemente 
se ha descrito un nuevo tipo de movilidad en superficie en E. meliloti, la movilidad tipo 
surfing, (Dilanji et al., 2014) de la que con algunas diferencias ya se habló en Pseudomonas 
aeruginosa (Yeung et al., 2012) y que se caracteriza por una acumulación de EPSII en la 
colonia, lo que provoca la entrada de agua desde el agar del medio de cultivo para 
regular el equilibrio osmótico y las bacterias se deslizan sobre la superficie del agua que 
entra en la colonia, produciéndose así la expansión de la misma. 
 
 
3.5 Sistemas de secreción 
Como se ha mencionado, para formar nódulos funcionales, los rizobios utilizan 
un amplio panel de herramientas moleculares, incluidos los sistemas de secreción 
Figura 5. Tipos de movilidades 
bacterianas: swarming, swimming, 
twitching, gliding y sliding. Figura 
modificada de Kearns (2010). 
 
Figura 6. Movilidad tipo surfing. Figura 
adaptada de Dilanji et al. (2014) 
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especializados, (Deakin y Broughton, 2009; Fauvart y Michiels, 2008). Los sistemas de 
secreción de tipo III, IV y VI se conocen en bacterias patógenas por su función de 
transporte de efectores y proteínas, por su efecto en la especificidad de hospedador y su 
función como determinantes del número de nódulos en las leguminosas en general. 
 
El complejo del Sistema de Secreción de tipo III (T3SS) atraviesa la membrana 
externa, así como las membranas del hospedador y permite el transporte de proteínas 
desde la bacteria al interior de la célula vegetal. La influencia del T3SS en la nodulación 
puede variar desde positiva, aumentando la nodulación, a negativa, donde la 
nodulación se reduce (Nelson y Sadowsky, 2015). En E. fredii NGR234, el T3SS tiene 
ambos efectos sobre leguminosas diferentes e incluso puede tener un fenotipo neutro en 
el que la nodulación no se ve afectada, como ocurre por ejemplo en Vigna unguiculata 
(Viprey et al., 1998; Skorpil et al., 2005; Kambara et al., 2009). La  secuenciación de otros 
genomas  rizobianos y la identificación de los genes de la región tts en otras estirpes, 
como HH103 y USDA257 de E. fredii, B. japonicum USDA110 y M. loti MAFF303099 (de 
Lyra  et al., 2006; Hubber  et al., 2004; Kaneko  et al., 2000; Krause  et al., 2002; Krishnan  et 
al., 2003),  han  permitido  estudiar  el  efecto  del T3SS en la simbiosis  con  sus  
respectivas leguminosas hospedadoras  y, al  igual que  ocurría  con la  estirpe NGR234, 
la inactivación  del T3SS  afecta  a la  simbiosis  dependiendo de la planta hospedadora. 
En el caso concreto de la simbiosis E. fredii HH103-soja, la inactivación del sistema de 
secreción de T3SS afecta negativamente al establecimiento de la misma en los estadios 
tempranos del proceso, lo cual está asociado con la reducción de la expresión de los 
genes de nodulación temprana. Este fenotipo simbiótico podría ser consecuencia de que 
la bacteria desencadene la respuesta de defensa asociada a la producción de ácido 
salicílico y la deficiencia del mutante en el T3SS para suprimir dicha respuesta (Jiménez- 
Guerrero et al., 2015).  
Estos resultados parecen indicar que el T3SS en los rizobios está involucrado en el rango 
de hospedador de la bacteria y en la eficiencia de la nodulación (Yang et al., 2010).   
 
El Sistema de Secreción de tipo IV (T4SS) es funcionalmente similar al T3SS y 
también está implicado en la secreción de proteínas, pero con un origen diferente en la 
evolución. El T4SS se divide, generalmente, en tres familias basadas en la función: 
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conjugación, importación y exportación de ADN y traslocación de proteínas (Cascales y 
Christie, 2003). Un T4SS funcional sólo se ha identificado en tres especies diferentes, M. 
loti R7, E. meliloti KH35c y Ensifer medicae M2 (Nelson y Sadowsky, 2015). De forma 
similar al T3SS, el T4SS puede tener un efecto positivo o negativo en simbiosis. 
 
El Sistema de Secreción de tipo VI (T6SS) está entre los últimos sistemas de 
secreción investigados implicado en la secreción de proteínas. El T6SS se conoce por 
tener diferentes subfamilias, pero las subfamilias y sus funciones aún no están bien 
definidas. Las secuencias que codifican el T6SS se ha encontrado en varias especies de 
rizobios: R. leguminosarum, B. japonicum, M. loti, Ensifer saheli y E. fredii (Bladergroen et 
al., 2003; Bingle et al., 2008; Sugawara et al., 2013). Sin embargo, un T6SS funcional con 
efecto en la simbiosis sólo se ha visto en R. leguminosarum; donde produce un efecto 
negativo en la simbiosis, al impedir la nodulación en Pisum sativum cv. Rondo 
(Bladergroen et al., 2003). 
 
3.6 Estructura, biosíntesis y secreción de los factores Nod 
Los factores Nod consisten en un esqueleto oligosacarídico de uniones β-1,4 de 
N-acetil-D-glucosamina donde el extremo no reductor está N-acilado con un ácido graso 
(Figura 7A) exceptuando el producido por E. fredii USDA 191, que está formado por un 
pentámero con una glucosa insertada en el centro del esqueleto de oligosacarídico 
(Figura 8) (Bec-Ferté et al., 1996). Debido al parecido de este esqueleto con un fragmento 
de quitina, los factores Nod también reciben el nombre de lipo-quitin-oligosacaridos 
(LCO). La estructura del principal LCO producido por E. meliloti se muestra en la Figura 
7B. Todos los rizobios parecen producir una mezcla compleja de especies de LCO. 
 Las diferencias en la estructura ocurren como resultado de las siguientes variaciones: 
(i) Variación en el número de unidades de N-acetil-D-glucosamina. Los LCO 
normalmente varían en longitud, estando constituidos por entre tres y seis unidades; sin 
embargo, se ha descrito una estirpe de M. loti que produce un tipo de LCO dimérico 
(Olsthoorn et al., 1998). 
(ii) La presencia o ausencia de sustituyentes específicos de estirpe. En términos de 
número de sustituyentes, se pueden distinguir estirpes bacterianas que producen LCO 
con sólo unas pocas modificaciones, como cepas de R. leguminosarum bv. viciae que 
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contienen un sustituyente acetilo en posición R4 o muchas modificaciones como E. fredii 
NGR234. 
 (iii) Variaciones en la estructura de la mitad N-acilada con un ácido graso. Los LCO 
pueden contener uno de entre una amplia variedad de grupos acilos grasos que también 
son comunes en los fosfolípidos. Se piensa, que la ratio de los tipos comunes de 
sustituyentes acilos refleja la composición del conjunto de acilos grasos que están 
presentes como componentes de los fosfolípidos.  
(iv) La presencia o ausencia de acilos α o β-insaturados. Estos pueden estar presentes en 
los LCO producidos por E. meliloti, R. leguminosarum biovariedades viciae y trifolii, 
Rhizobium galegae y Mesorhizobium huakuii. La abundancia relativa de LCO que contengan 
un acilo especial (en comparación con los acilos comunes) en las mezclas producidas 
varía considerablemente en las diferentes cepas estudiadas (Lerouge et al., 1990; Spaink 
et al., 1995; Spaink et al., 1991; Yang et al., 1999).  
 
 
 
Figura 7. Estructura de los factores Nod. A, LCO genérica mostrando los sitios de sustitución, n 
es generalmente 1 ó 2, lo cual conduce a LCO tetrámeros o pentámeros. B, Estructura del principal 
LCO producido por E. meliloti NodSm-IV (C16:2Δ2EΔ9Z, Ac, S). Ac: acetilo, S: sulfato. (Lerouge 
et al., 1990; Truchet et al., 1991). (Cough y Cullimore, 2011). 
A
a 
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Figura 8. Estructura del LCO producido por E. fredii USDA 191. Estructura completa NodRf-V-
Glc(C18:1, MeFuc), MeFuc: metil fucosa. (Bec-Ferté et al., 1996). 
 
Las proteínas que juegan un papel en la biosíntesis de la LCO están codificadas 
por los genes nod, nol y noe. Para algunas de estas proteínas, los análisis bioquímicos han 
dilucidado sus actuaciones en la ruta biosintética que dirige a la producción de LCO, 
incluyendo algunas modificaciones específicas de estirpe (Downie, 1998; Kamst et al., 
1998; Spaink, 1996). Las proteínas NodC, NodB y NodA tienen su función en la 
biosíntesis del esqueleto de los LCO por su actividad como quitín oligosacárido sintasa, 
quitín oligosacárido deacetilasa y acil transferasa respectivamente (Atkinson et al., 1994; 
Geremia et al., 1994; John et al., 1993; Röhrig et al., 1994; Spaink et al., 1994). Las funciones 
de las proteínas NodC y NodA se conocen por ser específicas en varias especies de 
rizobio. En particular, las proteínas NodC de E. meliloti, M. loti y R. leguminosarum son 
diferentes en la longitud media de la cadena oligosacarídica que producen (Kamst et al., 
1997; Roche et al., 1996) y las proteínas NodA de R. leguminosarum y E. meliloti están 
especializadas en la transferencia de acilos α, β-insaturados (Geiger et al., 1998; Ritsema 
et al., 1996; Roche et al., 1996). La cadena acilada es sintetizada por las proteínas NodE y 
NodF, la O-sulfatación ocurre por NodH, NodP y NodQ y la O-acetilación la lleva a cabo 
NodL. 
 
Los LCO, tras el cultivo de los rizobios en medios adecuados a los que se añade 
el flavonoide específico, se secretan al medio de cultivo, de donde se pueden aislar para 
su análisis químico. Esto indica la existencia de mecanismos de secreción (Spaink, 1996). 
Debido a que los LCO son moléculas mayoritariamente hidrofóbicas, podrían estar 
presentes en el medio como formas multiméricas o estar unidos a compuestos 
transportadores como los glucanos cíclicos extracelulares o una de las muchas proteínas 
rizobianas secretadas (Becker et al., 1997; Finnie et al., 1997; Viprey et al., 1998). Los genes 
nodI y nodJ que son miembros de la familia de proteínas de transporte de tipo I (Downie, 
1998), juegan un papel en la secreción de los LCO. Sin embargo, en mutantes por 
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deleción de los genes nodI y nodJ, se han encontrado cantidades sustanciales de LCO 
secretadas en el medio (Cardenas et al., 1996; Fernández-López et al., 1996; Spaink et al., 
1995), indicando que quedan otros mecanismos de transporte operativos. Debido a que 
es poco probable que los LCO sean capaces de atravesar la doble membrana por un 
sistema flip-flop (Goedhart et al., 1999) los mecanismos de transporte alternativo están, 
probablemente, mediados por proteínas. Los candidatos son los sistemas proteicos de 
transporte ABC (ATP Binding Cassette) relacionados con NodI y NodJ, o las proteínas 
de la bomba de eflujo de tipo RND (Resistance Nodulation and Cell Division), como 
NolF y NolG, los cuales se encuentran en E. meliloti (Baev et al., 1991; Saier et al., 1994).  
 
3.7 Regulación de la producción de factores Nod en E. meliloti  
E. meliloti forma nódulos simbióticos fijadores de N2 en especies del género 
Medicago, como Medicago. truncatula y M. sativa. La expresión de los genes de nodulación 
y de los de fijación de N2 está regulada de manera positiva y negativa para una 
nodulación óptima y un metabolismo eficiente de la planta en presencia del nitrógeno 
fijado (Kondorosi et al., 1989; Loh y Stacey, 2003). La regulación transcripcional positiva 
está mediada por el producto de los genes nodD y syrM (Long, 1996). La proteína NodD 
se activa por flavonoides específicos e interactúa con las nod box (secuencias conservadas 
situadas en regiones promotoras) que se encuentran corriente arriba de los genes de 
nodulación comunes, de los específicos de hospedador y de los específicos de genotipo 
para inducir su expresión (Loh y Stacey, 2003; Sadowsky et al., 1991). En E. meliloti, la 
regulación negativa está mediada por una proteína represora codificada por el gen nolR; 
este gen fue identificado primero en E. meliloti AK631 como un regulador transcripcional 
negativo de los principales genes biosintéticos de los factores Nod (nodABC) (Kondorosi 
et al., 1989; 1991). La proteína NolR se une a la región promotora solapante de los genes 
nodD1 y nodA, en la zona de unión de la ARN polimerasa (Cren et al., 1995). Mutantes de 
E. meliloti AK631 que carecen del gen nolR sobreproducen factores Nod que carecen de 
la decoración correcta, esto determina una menor eficiencia del inicio de la nodulación 
en alfalfa (M. sativa) (Kondorosi et al., 1989). Además, los análisis de proteómica indican 
que la proteína NolR probablemente regula la expresión de otros genes (Chen et al., 
2005).  
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4. Taxonomía de los rizobios 
Desde el año 2000 se han producido cambios en la taxonomía de todas las 
bacterias, ya que a partir de entonces el gen que codifica el ARNr 16S ha sido el gen 
obligatorio para la descripción de las especies bacterianas. Aunque la nodulación con las 
leguminosas no se excluyó como criterio en la taxonomía de los rizobios, pasó a ser 
secundario en la descripción de especies. Esto supuso un cambio revolucionario ya que 
la identificación de estas bacterias era posible independientemente de la planta de 
aislamiento. Aunque la clasificación actual de las bacterias sigue basándose en la 
secuencia del gen que codifica el ARNr 16S, éste tiene limitaciones para diferenciar 
especies altamente relacionadas (Valverde et al., 2006; Ramírez-Bahena et al., 2008). Por 
este motivo, se han propuesto varios genes metabólicos (housekeeping) en los diferentes 
grupos de bacterias (Maiden, 2006). En los rizobios, los dos primeros genes analizados 
fueron recA y atpD (Gaunt et al., 2001) además, se han incluido otros como glnII y rpoB. 
Actualmente, estos genes se han secuenciado en muchas especies, demostrándose su 
utilidad en la diferenciación de especies cuyo gen ARNr 16S es prácticamente idéntico 
(Valverde et al., 2006; Ramírez-Bahena et al., 2008).  
Por esta razón, en las descripciones de nuevas especies de los rizobios se ha incluido el 
análisis de, al menos, dos genes housekeeping para conocer la relación entre especies 
cercanas, antes de realizar experimentos de hibridación ADN-ADN (Rivas et al., 2009). 
Además de los genes housekeeping, otros genes auxiliares o accesorios implicados en la 
simbiosis rizobio-leguminosa también se han incluido en la descripción de especies de 
rizobio (Silva et al., 2005; Vinuesa et al., 2005b).  Los genes simbióticos más estudiados 
son nodD, nodA, nodC y nifH (Laguerre et al., 2001; Silva et al., 2005; Stepkowski et al., 
2007; Laranjo et al., 2008; Steenkamp et al., 2008; Zhao et al., 2008; Estrella et al., 2009). No 
obstante, los genes simbióticos no son útiles en taxonomía debido a su capacidad para 
transferirse horizontalmente en la naturaleza (Mergaert et al., 1997; Finan, 2002), desde 
plásmidos a islas (Nakatsukasa et al., 2008), desde bacterias a plantas (Broothaerts et al., 
2005) y entre bacterias (Rogel et al., 2001). Sin embargo, los genes de nodulación son muy 
útiles para definir biovariedades dentro de las especies de rizobios (Rivas et al., 2007; 
Villegas et al., 2006; Mnasri et al., 2007; León-Barrios et al., 2009). 
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Actualmente el género Rhizobium contiene 86 especies, 18 el género Ensifer y 32 
del género Mesorhizobium, frente a las 27 de Bradyrhizobium. Además, los géneros 
Allorhizobium y Azorhizobium cuentan con 1 y 3 especies respectivamente, 
(http://www.bacterio.net/) 
 
5. Simbiovariedades  
En diversas especies bacterianas se han descrito biovariedades (variantes 
biológicas) que ponen de manifiesto diferencias bioquímicas y características 
enzimáticas dentro de una especie. Una biovariedad (bv.) representa un grupo de cepas 
de bacterias distinguibles de otras cepas de la misma especie en base a características 
fisiológicas o bioquímicas. Las biovariedades se conocían formalmente como biotipos. 
En los rizobios, las biovariedades se han usado para distinguir diferentes subgrupos 
simbióticos dentro de una única especie, aunque especies diferentes pueden compartir 
la misma biovariedad, debido a la transferencia lateral de información simbiótica (Rogel 
et al., 2011). Las biovariedades se describieron primero en R. leguminosarum (Jordan, 
1984), ejemplos de ellas son la bv. viciae, que nodula guisante y las biovariedades trifolii 
y phaseoli que nodulan trébol y judía, respectivamente, considerando que hay una única 
especie bacteriana (un fondo cromosómico común), que alternativamente puede 
contener plásmidos simbióticos con diferentes especificidades. Desde entonces las 
biovariedades se han identificado en otros géneros de los rizobios como Ensifer, 
Mesorhizobium y Bradyrhizobium (Amarger et al., 1997; Ba et al., 2002; Lorquin et al., 1997; 
Mnasri et al., 2007; Radeva et al., 2001; Rincón-Rosales et al., 2009; Silva et al., 2005; 
Villegas et al., 2006; Vinuesa et al., 2005a; Wang et al., 1999).  
 
Rogel et al. (2011) sugirieron que el término simbiovariedad (sv.) podría usarse 
de forma similar en base a las capacidades simbióticas de un grupo de cepas con las 
plantas hospedadoras, distinguiéndose por tener diferente rango de hospedador y 
apoyado por la secuencia de los genes simbióticos. Para la mayoría de las bacterias, la 
noción biovariedad está ligada a variedad biológica. En el caso de la simbiovariedad, se 
considera que la planta hospedadora es la fuente de variabilidad, infiriendo que podría 
usarse bien el término biovariedad o simbiovariedad, aunque el término simbiovariedad 
es más preciso y certero teniendo en cuenta que se refiere a propiedades simbióticas. 
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El intercambio de genes simbióticos entre varios fondos genéticos vía 
transferencia horizontal se conoce desde hace mucho tiempo (Pérez-Mendoza et al., 2005; 
Sullivan y Ronson, 1998). La adquisición de nuevas capacidades simbióticas por 
transferencia lateral de elementos simbióticos móviles ha sido la razón por la que 
normalmente se explicaban las incongruencias entre las filogenias de los genes 
cromosómicos y simbióticos, ya que está documentado que las filogenias basadas en los 
genes de nodulación (nod) generalmente no son congruentes con aquellas que se basan 
en el gen que codifica el ARNr 16S, pero muestran correlación con el rango de 
hospedador (Dover et al., 1994; Haukka et al., 1998; Laguerre et al., 2001; Ueda et al., 1995; 
Vinuesa et al., 2005a; León-Barrios et al., 2009). Sin embargo, los genes simbióticos, 
implicados en las propiedades simbióticas, son excelentes marcadores para una 
caracterización completa de los rizobios. Genes comunes de nodulación como nodABC o 
genes de nitrogenasa como nifHDK, han sido útiles en el estudio de las interacciones 
planta hospedador (Kaijalainen y Lindström, 1989; Laguerre et al., 2001; Meade et al., 
1982; Villegas et al., 2006).  
 
5.1 Simbiovariedades del género Ensifer 
Dentro de las especies del género Ensifer, E. meliloti es la mejor estudiada en 
cuanto a los mecanismos moleculares implicados en la nodulación. Se sabe de su 
capacidad para nodular alfalfa, pero también forma nódulos en los géneros Trigonella y 
Melilotus.  
Dentro de esta especie se han descrito hasta la fecha siete simbiovariedades: meliloti 
(Villegas et al., 2006), acaciae (Ba et al., 2002), medicaginis (Villegas et al., 2006), 
mediterranense (Mnasri et al., 2007), ciceri (Maatallah et al., 2002), lancerottense (León-
Barrios et al., 2009) y, más recientemente, rigiduloides (Gubry–Rangin et al., 2013). 
Los aislamientos de Medicago laciniata, que también nodulan Medicago sauvagei pero no 
M. truncatula, se clasificaron como E. meliloti por las características cromosómicas, como 
el gen ARNr 16S y la hibridación ADN-ADN, pero tienen diferente rango de 
hospedador, la secuencia de nodA y el patrón RFLP (polimorfismo en la longitud de los 
fragmentos de restricción) de los genes nifDK justifican su pertenencia a la sv. 
medicaginis. En el caso de la sv. lancerottense, se distingue por tener un genotipo 
simbiótico propio y nodular de forma efectiva Lotus lancerottense (León-Barrios et al., 
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2009); ésta es la primera vez que se describió que E. meliloti nodule el género Lotus, 
además, las estirpes de esta simbiovariedad se caracterizan por no nodular Medicago.   
En la filogenia basada en el gen nodC, las simbiovariedades lancerottense, 
mediterranense y ciceri se encuentran en el mismo clado que E. fredii, divergiendo de las 
otras tres simbiovariedades de E. meliloti (sv. rigiduloides, sv. medicaginis, sv. meliloti) 
que se agruparon en un clado consistente junto con E. medicae. Miembros de este último 
clado comparten la capacidad de nodular algunas especies de Medicago (Gubry-Rangin 
et al., 2013). En cambio, en la filogenia que emplea el gen nodA, la sv. mediterranense 
(eficiente con plantas de Phaseolus vulgaris) se encuentra dentro del mismo clado que las 
simbiovariedades que nodulan en Medicago, lejos de E. fredii.  
 
La discrepancia entre las filogenias simbióticas sugiere que, más que transferirse 
el clúster simbiótico entero, las diferentes simbiovariedades se han formado por la 
adquisición de un subgrupo de genes de nodulación. Bien la transferencia de un único 
gen de nodulación o bien la transferencia de clústeres simbióticos enteros, seguidos de 
la pérdida de varios genes transferidos, en beneficio de otros presentes en la cepa 
receptora, podrían explicar la emergencia de diferentes simbiovariedades en E. meliloti. 
Reforzando este punto de vista, se ha demostrado que la modificación de un único locus 
puede controlar un cambio drástico en la especificidad simbiótica, como es el caso de la 
especificidad de E. meliloti sv. medicaginis por M. laciniata, que depende del 
polimorfismo de un único gen, nodC (Barran et al., 2002). 
 
La idea de un puzle de alelos (de las cepas donadoras y receptoras) también 
apoya la filogenia según nifH. La nitrogenasa es codificada por un grupo de genes que 
están localizados junto a los genes de nodulación. Sin embargo, la transferencia lateral 
de genes de nodulación podría no implicar a los genes de fijación de N2, especialmente 
cuando estos genes están ya presentes en las cepas receptoras y podrían entonces estar 
ya adaptados a su fondo genético. La filogenia obtenida con nifH sigue esta idea y 
muestra una topología diferente de la de los genes de nodulación. Por ejemplo, las 
estirpes de la sv. ciceri que se agrupaban con E. fredii y las otras simbiovariedades en el 
árbol de nodC, se encuentra dentro del clado principal de E. meliloti en la filogenia con 
nifH (Gubry-Rangin et al., 2013). 
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6. Tipos de estrés que afectan a la simbiosis 
El proceso de la fijación simbiótica del N2 está fuertemente influido por el estado 
fisiológico de la planta hospedadora. Por ello, una cepa de rizobio persistente y 
competitiva no desarrolla su capacidad real de fijación de N2 si existen factores limitantes 
como, por ejemplo, salinidad, pH desfavorable, deficiencia de nutrientes, toxicidad por 
minerales, temperaturas extremas, humedad excesiva o deficiente, fotosíntesis 
insuficiente, enfermedades de la planta o pastoreo, todo lo cual supone limitaciones en 
el desarrollo de la planta hospedadora (Brockwell et al., 1995; People et al., 1995; Thies et 
al., 1995). Entre los factores estresantes también se encuentra la presencia de los metales 
pesados y biocidas (Walsh, 1995). Un estrés concreto puede incluso tener más de un 
efecto, por ejemplo, la salinidad puede actuar como estrés hídrico, lo cual afecta a la tasa 
fotosintética y puede afectar directamente al metabolismo del nódulo. 
 
6.1 Estrés salino  
La salinidad es un serio problema para la agricultura en las regiones áridas o 
semiáridas (Rao y Sharma, 1995). Casi el 40% de la superficie terrestre se puede calificar 
como potencialmente salina (Cordovilla et al., 1994) y la mayoría de estas áreas están 
confinadas en los trópicos y en las regiones Mediterráneas. El aumento de la salinidad 
da lugar a una disminución de la productividad del cultivo y ocasiona grandes cambios 
en el patrón de crecimiento de las plantas (Cordovilla et al., 1994). Además, el incremento 
de la concentración de sal puede tener un efecto perjudicial sobre las poblaciones 
microbianas del suelo como resultado de la toxicidad directa, así como por el estrés 
osmótico (Tate, 1995). La infertilidad del suelo en las zonas áridas se debe, a veces, a la 
presencia de grandes cantidades de sal y la introducción de plantas capaces de vivir en 
estas condiciones (plantas tolerantes a la sal) está siendo investigada para atenuar el 
problema (fitorremedicación). 
  
La tolerancia a la sal en las plantas es un fenómeno complejo que implica cambios 
morfológicos y de desarrollo, así como fisiológicos y bioquímicos. Por otro lado, existe 
variabilidad en la tolerancia a la sal entre las diferentes leguminosas (Zahran, 1991 a y 
b). Algunas leguminosas, como por ejemplo, Vicia faba, Phaseolus. vulgaris y Glycine max, 
son más tolerantes a la sal que otras, como P. sativum, Prosopis (Fagg y Stewart, 1994) y 
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M. sativa (Abdel-Wahab y Zahran, 1983). Las plantas tolerantes a la sal lo son en menor 
medida que sus correspondientes rizobios ya que, normalmente, la simbiosis y la 
formación del nódulo son más sensibles a la sal o al estrés osmótico que el rizobio en sí 
(El-Shinnawi et al., 1989; Velagaleti et al., 1990; Zahran, 1991 b; Zahran y Sprent, 1986). 
Se sabe que la sal inhibe tanto los pasos iniciales de la simbiosis (el desarrollo de los pelos 
radicales, la colonización bacteriana y la curvatura del pelo radical) como la posterior 
fijación de N2 atribuyéndose esto último, normalmente, a la reducción de la respiración 
en los nódulos (Delgado et al., 1994; Ikeda et al., 1992; Walsh, 1995), y a una disminución 
de la producción de proteínas en el citosol, específicamente, leghemoglobina (Delgado 
et al., 1993 y 1994). Aunque, también puede deberse a la distorsión de la estructura del 
nódulo (Sprent y Zahran, 1988; Zahran, 1986; Zahran y Abu-Gharbia, 1995) y a la 
reducción de la tasa fotosintética (Georgiev y Atkias, 1993). Todo esto implica que se vea 
afectado el peso seco y el contenido en nitrógeno en la parte aérea (Cordovilla et al., 
1995).  
 
Bacterias de los géneros Rhizobium y Bradyrhizobium son más tolerantes a la sal 
que su leguminosa hospedadora, aunque presentan una marcada variación en dicha 
tolerancia. El crecimiento de algunos rizobios se ve inhibido por una concentración de 
NaCl de 100 mM (Yelton et al., 1983), mientras que otros rizobios como E. meliloti son 
tolerantes a concentraciones entre 300 y 700 mM de NaCl (Embalomatis et al., 1994; 
Helemish et al., 1991; Mohammad et al., 1991; Sauvage et al., 1983) y R. leguminosarum se 
ha visto que es tolerante a concentraciones de NaCl de más de 350 mM (Abdel-Wahab y 
Zahran, 1979; Breedveld et al., 1991). 
 
Muchas especies de bacterias se adaptan a las condiciones de salinidad por la 
acumulación intracelular de solutos orgánicos de bajo peso molecular llamados 
osmolitos (Csonka y Hanson, 1991). La función de éstos es contrarrestar el efecto de 
deshidratación de la baja actividad del agua en el medio, sin interferir con la estructura 
macromolecular o la función (Smith et al., 1994 a). Los rizobios utilizan este sistema de 
adaptación osmótica (Smith et al., 1994 a y b; Zahran et al., 1997), acumulando moléculas 
como: glutamato (Botsford y Lewis, 1990; Jian et al., 1993; LeRudulier y Bernard, 1986), 
trehalosa (El-Sheikh y Wood, 1990; Hoelzle y Streeter, 1990), sacarosa, ectoína (Graham, 
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1992) y glicina-betaína (LeRudulier y Bernard, 1986; Sauvage et al., 1983; Smith et al., 
1988). Las poliaminas pueden funcionar para mantener el pH intracelular y reparar el 
desbalance iónico causado por estrés osmótico, además este estrés resulta en la 
formación de proteínas específicas en bacterias, como las proteínas de choque osmótico 
que se han encontrado en células de rizobio.  
 
6.2 Estrés por pH  
La acidez del suelo también es un problema significativo de cara a la producción 
agrícola en muchas áreas del mundo y limita la producción de las leguminosas. 
(Botsford, 1990; Clarke et al., 1993; Correa y Barneix, 1997; Graham, 1992). La mayoría de 
las leguminosas requieren suelos neutros o ligeramente ácidos, especialmente si 
dependen de la fijación biológica de N2 (Bordeleau y Prevost, 1994; Brockwell et al., 1991). 
Tanto las leguminosas, como sus rizobios exhiben respuestas variadas a la acidez: 
algunas especies, como la alfalfa, son extremadamente sensibles, mientras que otras, 
como Lotus tenuis, toleran pH relativamente bajos (Correa y Barneix, 1997). La acidez del 
suelo detiene la fijación simbiótica del N2 en suelos tropicales y templados, limitando la 
supervivencia de los rizobios y reduciendo la nodulación (Brockwell et al., 1991; Graham 
et al., 1982; Ibekwe et al., 1997). Se han identificado rizobios con alta tolerancia a la acidez 
(Graham et al., 1982), estas cepas normalmente actúan mejor en suelos ácidos en el 
campo, aunque no siempre es así (Graham et al., 1994), E. meliloti es muy sensible al estrés 
por acidez (Brockwell et al., 1991, Tiwari et al., 1992), sin embargo, E. medicae WSM 419 
ha mostrado crecer satisfactoriamente en el campo en suelos ácidos (pH 5,0 a 5,5); de 
todos modos, cepas diferentes de una misma especie varían mucho en su capacidad de 
tolerancia al pH. Aarons y Graham (1991) encontraron altos niveles de potasio y 
glutamato en células sometidas a estrés por acidez de R. leguminosarum bv. phaseoli, una 
respuesta que es similar a la encontrada en células con estrés osmótico. Diferencias en la 
composición del LPS, exclusión y exportación de protones (Chen et al., 1993 a y b), 
acumulación de poliaminas celulares (Fujihara y Yoneyama, 1993) y síntesis de proteínas 
de choque ácido (Hickey y Hirshfield, 1990) se han asociado con el crecimiento de células 
a pH ácido; por otro lado, la composición y la estructura de la membrana externa puede 
ser también un factor de tolerancia a pH (Graham et al., 1994). 
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Una de las causas por las que la nodulación falla bajo condiciones de acidez, 
especialmente en suelos con pH por debajo de 5, es la incapacidad de algunos rizobios 
para subsistir en estas condiciones (Bayoumi et al., 1995; Carter et al., 1994, Graham et al., 
1982), pero si los rizobios son viables se puede producir una nodulación pobre (Graham, 
1992; Graham et al., 1994). Las leguminosas hospedadoras parecen ser el otro factor 
limitante en el establecimiento de la simbiosis bajo condiciones de acidez, difiriendo 
mucho, además, en su resistencia al pH bajo si tenemos en cuenta el crecimiento y la 
nodulación (Tang y Thomson, 1996). Se ha visto que la cantidad de N2 fijado por 
leguminosas forrajeras en suelos ácidos poco fértiles, es dependiente del crecimiento y 
la persistencia de las leguminosas (Thomas et al., 1997); sin embargo, la selección de 
rizobios tolerantes al pH bajo para inocular leguminosas en condiciones de acidez 
garantiza el establecimiento de la simbiosis y también el éxito de la misma (Correa y 
Barneix, 1997; Glenn y Dilworth, 1994; O’Hara y Glenn, 1994). 
Se han adoptado dos estrategias para solventar el problema de la acidez en el 
suelo: seleccionar plantas tolerantes y encalar el suelo ácido para aminorar los efectos de 
la acidez. El encalado se hace a tasas de 2500 kg/Ha y en caso de añadir superfosfatos 
estos se añaden en cantidades de 20 kg/Ha de suelo (Peoples et al., 1995). La mejora 
aumenta el pH del suelo disminuyendo la concentración de aluminio y manganeso 
disponibles y mejora el crecimiento de la planta y la fijación de N2. 
 
Los rizobios parecen ser más tolerantes a la alcalinidad que sus leguminosas 
hospedadoras. Se ha visto que el número de células de R. leguminosarum sv. trifolii es 
mayor en suelos tratados con carbonatos (Evans et al., 1988); aumentando el pH del suelo 
se incrementa tanto la tasa de colonización del suelo como la frecuencia de formación de 
nódulos.  
 
 6.3 Estrés por metales  
A nivel biológico, los metales son componentes esenciales en el funcionamiento 
de procesos celulares básicos en bacterias, animales y plantas. Mientras que bajas 
concentraciones de algunos metales de transición como cobalto, cobre, níquel o cinc son 
importantes para muchos procesos biológicos en bacterias, altas concentraciones de 
estos metales son frecuentemente citotóxicos. Otros metales pesados como cadmio, 
 INTRODUCCIÓN  
 
26 
 
cromo, plata o mercurio no tienen beneficios conocidos sobre las bacterias y son tóxicos, 
algunos de ellos incluso a muy bajas concentraciones (Nies, 2004). Se estima que 
aproximadamente un tercio de las proteínas requieren algún metal para su correcto 
plegado y funcionamiento (Tottey et al., 2007). En las bacterias podemos encontrar 
metales en los centros activos de numerosas enzimas involucradas en distintos procesos 
celulares indispensables para la bacteria (Mulrooney y Hausinger, 2003).  
 
En el establecimiento y desarrollo de la relación simbiótica rizobio-leguminosa 
es imprescindible la disponibilidad de metales, debido a que en este proceso hay 
implicadas metaloproteínas esenciales para un correcto funcionamiento. Algunos de los 
ejemplos más importantes son: la nitrogenasa, que tiene cofactores metálicos de hierro y 
molibdeno (Miller et al., 1993), la hidrogenasa, que necesita hierro y níquel en el centro 
activo para llevar a cabo correctamente su función (Palacios et al., 2005) o la 
leghemoglobina, que contiene átomos de hierro (Brear et al., 2013). Por todo esto, la 
presencia de metales en el medio es esencial para el correcto funcionamiento de la 
simbiosis. 
 
Por otra parte, un exceso de metales en el interior celular puede producir graves 
consecuencias para las bacterias, como la intoxicación que se produce debido a la 
alteración de los procesos celulares básicos.  La toxicidad se debe al desplazamiento de 
metales esenciales de sus sitios nativos de unión y a las interacciones inespecíficas por 
modificación en la estructura conformacional de ácidos nucleicos y proteínas que 
producen graves alteraciones de los procesos celulares (Poole y Gadd, 1989). En E. 
meliloti una elevada concentración de cobre intracelular produce deformación y 
agregación de las células, así como la precipitación del mismo en la superficie celular 
(Fan et al., 2011). En Escherichia coli, el cobre en forma libre en el interior celular produce 
daños en la membrana plasmática en comparación con el cobre quelado por EDTA 
(ácido etilendiaminotetraacético) (Selvaraj et al., 2009).  
Las bacterias tienen distintos mecanismos para proteger los componentes 
celulares sensibles a los metales, entre los más conocidos y representados se encuentran: 
(i) Alteración de la permeabilidad de la membrana con objeto de excluir el metal del 
interior celular (Zhang y Min, 2010). 
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(ii)  Secuestro de metales en el citoplasma (Klaassen et al., 1999).  
(iii) Precipitación del metal en forma de sales insolubles para reducir su 
biodisponibilidad (Aiking et al., 1982). 
(iv) Modificación enzimática hacia formas menos tóxicas del metal (Misra, 1992).  
(v) Transporte activo de metales desde el interior celular mediante sistemas de 
exportación de metales de mayor o menor especificidad (Nies, 2003).  
Sin embargo, el correcto funcionamiento de las bacterias requiere un equilibrio 
entre la entrada y la salida de metales, es decir, una homeostasis a nivel intracelular 
 
7. Sistemas de incorporación de metales a bacterias 
En las bacterias existen varias familias de proteínas para la captación de metales: 
transportadores TBDT (dependientes de TonB), transportadores ABC y permeasas de 
alta afinidad, como las de las familias HupE/UreJ o NicoT. Los transportadores TBDT 
transportan el metal desde el medio extracelular al periplasma, a diferencia de las otras 
dos familias que lo hacen desde el periplasma al citoplasma. Excepto en el caso de los 
transportadores dependientes de TonB, en las bacterias Gram negativas, los metales 
pasan a través de la membrana mediante porinas, trímeros localizados en la membrana 
y que pueden llevar a cabo el transporte de sustancias de bajo peso molecular (Galdiero 
et al., 2012) (Figura 9).  
 
 
Figura 9. Sistemas de entrada de metal en bacterias. ME: membrana externa, MI: membrana 
interna, TBDT: transportadores dependientes de TonB, ABC: ATP-binding-cassette, NiCoT: 
permeasa de níquel y cobalto, HupE/UreJ: permeasas de alta afinidad. (Figura adaptada de 
Rubio-Sanz, 2014). 
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7.1 Transportadores TBDT  
Los transportadores dependientes de TonB (Figura 9), específicos de bacterias 
Gram negativas, son proteínas de membrana externa dependientes del sistema TonB-
ExbB-ExbD y están involucrados en el transporte de metales unidos a distintos tipos de 
metalóforos (Noinaj et al., 2010). También están implicados en el transporte de otras 
sustancias como vitamina B12, complejos de níquel, carbohidratos, compuestos 
aromáticos (Miller et al., 2010) y otras macromoléculas como alginatos y N-acetil-quitín-
oligosacáridos (Boulanger et al., 2010). Este sistema de transporte requiere energía 
procedente de la fuerza protón-motriz y ésta es transducida a través del complejo 
ExbBD/TonB desde la membrana plasmática. 
 
7.2 Transportadores ABC  
Los transportadores ABC pertenecen a una de las familias proteicas más grandes. 
Existen transportadores de entrada y de salida, no sólo de metales sino también de un 
amplio rango de sustratos: mono y oligosacáridos, iones orgánicos e inorgánicos, 
péptidos, sideróforos, vitaminas y metales, entre otros (Davidson et al., 2008). Estos 
transportadores están formados al menos por dos dominios de unión a ATP para la 
transducción de la energía y dos dominios de membrana que forman un canal en la 
membrana plasmática (Klein y Lewinson, 2011). En el caso de los transportadores ABC 
de entrada de sustratos, la mayoría tienen una proteína periplásmica de alta afinidad de 
unión al sustrato (Imperial et al., 1998). 
 
7.3 Permeasas de alta afinidad  
Estas permeasas son transportadores secundarios dependientes de la fuerza 
protón-motriz y están formadas por proteínas individuales con varios dominios 
transmembrana que pueden formar dímeros o presentarse como monómeros. Las 
permeasas de la familia HupE/UreJ, ampliamente distribuidas en bacterias y arqueas, 
se han descrito como transportadores secundarios de níquel. Algunos de los sistemas 
están codificados dentro de agrupaciones génicas necesarias para la biosíntesis de las 
enzimas hidrogenasa (HupE) y ureasa (UreJ) (Zhang et al., 2009).  
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Por otro lado, las permeasas de la familia NiCoT, transportadores de alta afinidad 
de níquel y cobalto, tienen entre 7 y 8 dominios transmembrana que se localizan en la 
membrana interna y su tamaño oscila entre 300 - 400 aminoácidos. La energía para el 
transporte sale de la fuerza protón-motriz y es una familia muy sensible al sustrato ya 
que son capaces de adquirir el metal en el rango de nanomolar (Eitinger y Mandrand-
Berthelot, 2000).  
 
8. Sistemas de resistencia a metales en bacterias  
Es necesario mantener el equilibrio homeostático de metales de transición en el 
interior celular ya que niveles elevados de éstos afectan el correcto desarrollo de las 
bacterias. Entre los mecanismos de resistencia a metales, los sistemas de expulsión son 
los más frecuentes; éstos incluyen las ATPasa de tipo PIB, la familia de proteínas RND 
especializadas en el eflujo de metales pesados, los sistemas HME-RND (Heavy Metal 
Efflux) y las proteínas facilitadoras de la difusión de cationes (CDF) del inglés Cation 
Diffusion Facilitator (Nies, 2003). Los sistemas de eflujo de cinc y cadmio mejor 
caracterizados incluyen: 
(i) Las ATPasa de tipo PIB como CadA y ZntA (que determinan resistencia a cadmio, cinc 
y plomo) identificadas en Staphylococcus aureus (Nucifora et al., 1989) y Escherichia coli 
(Rensing et al., 1997), respectivamente. 
(ii) El sistema HME-RND CzcCBA (resistencia a cobalto, níquel, cinc y cadmio) del 
pMOL30 de Cupriavidus metallidurans CH34 (Diels et al., 1995) y CzrCBA (resistencia a 
cadmio y cinc) de Pseudomonas aeruginosa (Hassan et al., 1999). 
(iii) El CDF CzcD (resistencia a cinc, cobalto, cadmio) descrito en C. metallidurans CH34 
(Anton et al., 1999) y el específico de cinc CDF ZitB de E.coli (Grass et al., 2001).  
En la Figura 10 se encuentran representados los principales sistemas de expulsión de 
metales, atendiendo al lugar que ocupan en las membranas. 
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Figura 10. Principales sistemas de salida de cationes metálicos en bacterias Gram negativas. ME: 
membrana externa, MI: membrana interna, RND: Resistance-Nodulation-cell Division, CDF: 
Cation Diffusion Facilitator protein, ATPasa PIB: ATPasas de tipo P1B. Las flechas indican las 
posibles direcciones de transporte de cationes metálicos (Figura adaptada de Rubio-Sanz, 2014). 
 
8.1 ATPasa de tipo PIB 
Los transportadores ATPasas de tipo PIB pertenecen a la gran superfamilia de 
bombas de ATP, implicadas en el transporte de metales a través de las membranas 
celulares en contra de su gradiente de concentración, para mantener niveles constantes 
y no tóxicos de metales dentro del citoplasma. Se agrupan en cuatro subgrupos de 
acuerdo al metal al que se unen y a especificidades en el transporte (Argüello, 2003): PIB-
1 o Cu+/Ag+-ATPasas, PIB-2 o Zn2+/Cd2+-ATPasas, PIB-3 o Cu+/Ag+/Cu2+-ATPasas y PIB-4 
o Co2+-ATPasas.  
Las ATPasas de tipo PIB tienen características estructurales que las diferencian de 
sus homólogas ATPasas de tipo P como: 
(i) Una disposición topológica de 6 a 8 dominios transmembrana (TM) flanqueando un 
gran lazo citoplasmático. 
(ii) Varios dominios citoplasmáticos reguladores de la unión a metales localizados en la 
región amino terminal (N-MBD, metal binding domain) que son responsables del 
reconocimiento de los metales, regulación y movimientos a través de la barrera 
permeable de la membrana (Argüello, 2003; Bal et al., 2001; Mana-Capelli et al., 2003). 
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(iii) Una secuencia fija en el sexto TM conteniendo un motivo CPX (cisteína, prolina y 
siendo X ¼ de cisteína, histidina o serina), un motivo SPC (serina, prolina, cisteína) o 
TPC (treonina, prolina, cisteína) corriente abajo del largo lazo citoplasmático que podría 
ser parte del canal de cationes (Argüello et al., 2003; Argüello et al., 2007; Mandal y 
Argüello, 2003).  
 
Recientemente cadA ha sido descrito como el primer gen de detoxificación 
implicado en la defensa contra cadmio y cinc en Mesorhizobium metallidurans STM 2683T, 
confiriendo a la bacteria, gran capacidad para duplicarse con altas concentraciones de 
cinc (Maynaud et al., 2014). CadA tiene un importante papel en la defensa frente al estrés 
por cadmio y cinc (Rossbach et al., 2008) y muestra una gran identidad con otras ATPasa 
de tipo PIB de rizobios, como la de Mesorhizobium sp. STM 4661 (Maynaud et al., 2013) y 
la ATPasa de tipo PIB (SMc04128) encontrada en E. meliloti con un 63% de identidad. 
 
8.2 Familia de proteínas facilitadoras de la difusión de cationes (CDF) 
Las proteínas CDF forman una familia de transportadores de metales (Saier, 
2000) presentes en los tres dominios de la vida (Paulsen y Saier, 1997). Los sustratos 
primarios de las proteínas CDF son Zn2+, Co2+, Ni2+, Cd2+ y Fe2+. El transporte mediado 
por CDF se impulsa por un gradiente de concentración, un gradiente osmótico, potencial 
hídrico, potencial de pH o un gradiente de potasio (Guffanti et al., 2002; Blos et al., 2002). 
Todas las proteínas CDF descritas están implicadas en la resistencia a Zn2+ y otros 
cationes de metales pesados.  
 
El arquetipo de la familia es CzcD de C. metallidurans CH34, que fue el primero 
descrito como un regulador de la expresión del sistema de resistencia CzcCBA (Nies, 
1992), pero CzcD es capaz también de llevar a cabo resistencia a pequeñas cantidades de 
Zn2+/Co2+/Cd2+ (Guffanti et al., 2002) en ausencia del sistema de resistencia más 
importante, CzcCBA (Anton et al., 1999). La presencia de CzcD disminuye la 
concentración citoplásmica de estos metales (Anton et al., 1999), los cuales sirven como 
inductores de la expresión de czc (Groβe et al., 2004). 
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Sistemas pertenecientes a esta familia se han descrito también en otras especies 
como Bacillus subtilis, (Sturr et al., 1997); S. aureus, (Wang et al., 2000); Thermus 
thermophilus, (Spada et al., 2002) y E.coli, (Grass et al., 2001). 
 
8.3 Familia de proteínas RND 
La familia de proteínas RND se describió como un grupo de proteínas bacterianas 
de transporte implicadas en la resistencia a metales pesados (C. metallidurans), 
nodulación (M. loti) y división celular (E. coli) (Saier et al., 1994). Ésta se ha convertido en 
una gran superfamilia que incluye a su vez siete familias y que se pueden encontrar en 
todos los reinos de la vida (Tseng et al., 1999). En bacterias y arqueas, miembros de esta 
superfamilia están implicados en el transporte de metales pesados, compuestos 
hidrofóbicos, factores de nodulación y junto con SecDF, en la exportación de proteínas. 
Miembros de la superfamilia RND en eucariotas transportan esteroles o sirven como 
receptores.  
 
Las proteínas involucradas en el transporte y en la exportación compuestos 
hidrofóbicos se conoce como HAE-RND (Hydrophobe/Amphiphile Efflux), mientras 
que la familia que se encarga del transporte de metales pesados recibe el nombre de 
HME-RND. A su vez, la familia HME se puede subdividir en cinco grupos: HME1, que 
transporta Zn2+, Co2+ y Cd2+; HME2, Co2+ y Ni2+; HME3a, metales divalentes y HME3b 
metales monovalentes, HME4, Cu+ y Ag+ y HME5, Ni2+ (Nies, 2003). 
 
Los sistemas RND utilizan la fuerza protón-motriz para transportar el sustrato al 
exterior de la célula (Álvarez-Ortega et al., 2013). Cerca de un gen que codifica una 
proteína RND está, en la mayoría de los casos, un segundo gen que codifica un miembro 
de la familia de proteínas de fusión de membranas (Membrane Fusion Protein, MFP) 
(Saier et al., 1994). Esta familia también se conoce como familia de proteínas de eflujo 
periplásmico (Johnson y Church, 1999) o, más recientemente, como proteínas 
periplásmicas adaptadoras (Andersen et al., 2001). Junto a las MFP, muchas proteínas 
RND actúan con una tercera proteína que pertenece a la familia de factores de membrana 
externa (OMF, Outer Membrane Factor) (Johnson y Church, 1999; Paulsen et al., 1997). 
Estas tres proteínas forman un complejo proteico que puede transportar sus sustratos 
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desde el citoplasma, la membrana citoplasmática o el periplasma, a través de la 
membrana externa, directamente fuera (Zgurskaya y Nikaido, 2000 a y b) (Figura 11).  
 
Figura 11. Mecanismo y función celular de las proteínas RND. La proteína RND (rojo) se muestra 
como un trímero con un sitio periplásmico de unión al sustrato. La MFP (verde) y la OMF 
(amarillo). Las proteínas RND llevan a cabo su función por protones (puntos negros) que,  
previamente, son expulsados por la cadena respiratoria (1). En el caso de las proteínas HME1 y 
HME2, los cationes de metales pesados divalentes (círculos azules, morados y grises M2+) migran 
a través del canal de cationes de la proteína y están unidos a una zona periplásmica de unión a 
sustratos (caja naranja, 2a). Alternativamente (flechas azules) este sitio puede ser accesible 
también para cationes periplásmicos (2b), especialmente en el caso de proteínas HME4 y Cu2+. 
Los transportadores de sustratos orgánicos (HAE) pueden unir estos sustratos desde el ambiente 
hidrofóbico de la membrana (2c). La afinidad del hipotético sitio de unión periplásmico 
disminuye por la protonación con protones del periplasma (3) y esta energía se usa para acumular 
sustratos en el tubo OMF o en un microambiente formado por la proteína RND (4). La alta 
concentración en este tubo permite la difusión fácil de sustratos desde el tubo al exterior (5). Para 
el acoplamiento energético, el hipotético sitio periplásmico de unión al sustrato se desprotona por 
el importe de protones al citoplasma (6). Esta compleja reacción permite el transporte de sustratos 
a través de la envoltura completa de una bacteria Gram negativa, que está compuesta por una 
membrana externa (OM), pared celular (CW), espacio periplásmico (PP) y membrana 
citoplasmática (CPM), (Nies, 2003). 
 
El primer miembro identificado de la familia RND fue la proteína CzcA de C. 
metallidurans seguida de la proteína CnrA de la misma bacteria. Esta Betaproteobacteria 
contiene dos megaplásmidos implicados en la resistencia a metales pesados, pMOL30, 
que tiene función en la resistencia a cinc, cobalto y cadmio y pMOL28 que media la 
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resistencia a níquel y cobalto. El plásmido pMOL30 se designó como Czc y se ha descrito 
que en su región estructural hay genes que codifican una OMF, CzcC; también una MFP, 
CzcB y la proteína CzcA de la familia RND. Los tres genes forman un operón czcCBA 
(van der Lelie et al., 1997) y éste está flanqueado por múltiples genes implicados en la 
regulación de la expresión de czcCBA dependiente de metales, (Groβe et al., 1999; Nies, 
1992). La resistencia a Co2+, Zn2+ y Cd2+ mediada por Czc se basa en la disminución 
intracelular de los tres cationes como resultado de la expulsión (Nies y Silver, 1989), 
impulsado por la fuerza proton-motriz (Nies, 1995). 
La resistencia a cobalto y níquel determinada por cnr en el plásmido pMOL28 
también se basa en la expulsión de los cationes (Nies y Silver, 1989; Sensfuss y Schlegel, 
1988). La resistencia está determinada por la región estructural cnrCBA (Liesegang et al., 
1993) que está precedida por la región génica reguladora cnrYXH (Grass et al., 2000; 
Tibazarwa et al., 2000). Al igual que en czcCBA, en cnrCBA se expresa el OMF CnrC, el 
MFP CnrB y la proteína RND CnrA.  
La importancia del sistema CzcCBA es, quizá, que no sólo disminuye la 
concentración citoplasmática de metales pesados si no que, adicionalmente o 
exclusivamente, la concentración periplásmica. En este caso, los cationes podrían ser 
eliminados antes de que pudieran entrar en la célula. Además, el sistema de eflujo de 
CzcCBA podría mediar la expulsión de cationes que hayan sido extraídos previamente 
del citoplasma por otros sistemas de eflujo. La velocidad de eflujo del complejo CzcCBA 
es lenta cuando las concentraciones citoplasmáticas están por debajo de K50, pero permite 
una exportación rápida cuando las concentraciones son mayores (Nies, 2003). 
 
 Los sistemas RND, también pueden estar implicados en la expulsión de múltiples 
sustancias toxicas para la bacteria como antibióticos, colorantes, y compuestos 
antimicrobianos en general, por ello también forman una de las cinco familias en que se 
dividen los sistemas de resistencia a multidrogas (MDR). Los sistemas MDR, son 
proteínas de membrana que están implicadas en la expulsión de antimicrobianos y están 
compuestos por las siguientes familias: la familia RND, la familia MFS (major facilitator 
superfamily), SMR (small multidrug resistance), la familia ABC y por último la familia 
MATE (multidrug and toxic compound extrusion). Los sistemas RND cuya función es la 
expulsión de antimicrobianos también están formados por un conjunto de tres proteínas 
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ancladas a la membrana, que serían la proteína de membrana interna (RND), la proteína 
de membrana externa (OMF) y la proteína de fusión a la membrana (MFP) que une las 
dos anteriores. 
 
8.3.1 El operón nodM-nolFG-nodN 
El gen nolG (SMa0875) de E. meliloti forma parte de un operón constituido por 4 
genes nodM-nolFG-nodN cuya expresión se activa en respuesta a luteolina (Baev et al., 
1991). Además, se ha descrito que este operón en E. meliloti es necesario para una 
nodulación óptima en alfalfa (Baev et al., 1991), pero no es la única especie en que está 
presente, ya que dos de los genes, nodM y nodN, están conservados en R. leguminosarum 
sv. viciae (Surin y Downie, 1988), y una copia del gen nolG ha sido descrita 
posteriormente en Rhizobium tropici PRF81, (Pinto et al., 2009). 
 
La comparación de las secuencias de ADN y aminoácidos de este operón con el 
ADN y las proteínas de las bases de datos revelaron homologías significativas entre 
nodM y los genes glmS (Walker et al., 1984) y pufF (Yso et al., 1982) de E. coli, purF de B. 
subtilis (Vollmer et al., 1983) y el gen ade4 de Saccharomyces cerevisiae (Maentsaelae y 
Zalkin, 1984). La prueba más fehaciente fue encontrar que el gen glmS de E. coli tiene un 
48,2% de homología a nivel de aminoácidos. 
La homología y la relación funcional entre nodM y glmS de E. coli sugirió la 
pregunta del papel de la proteína nodM en el proceso simbiótico. Teniendo en cuenta 
que la inactivación de nodM no resulta en la pérdida de viabilidad de las células en vida 
libre, es obvio que nodM no es un gen primario como glmS que codifique una 
glucosamina sintetasa como una enzima housekeeping, porque su inactivación debería ser 
letal. Además, nodM se activa por las señales de las plantas y es encargada de 
proporcionar suficiente glucosamina para la síntesis del esqueleto oligosacarídico del 
factor de nodulación (Baev et al., 1991), lo que hace que sea un gen firmemente ligado a 
los primeros pasos del proceso de nodulación en Medicago. 
 
Diversos estudios mostraron a este gen como una glucosamina sintetasa debido 
a: 
(i) Su gran homología con la glucosamina sintetasa de E. coli (gmlS). 
 INTRODUCCIÓN  
 
36 
 
(ii) La complementación de un mutante gmlS de E. coli se llevó a cabo por el gen nodM. 
(iii)Los mutantes nodM sufren un retraso en la nodulación de la alfalfa, efecto que se 
suprime por la adición de glucosamina exógena. 
El gen nodM se requiere sólo para ciertas plantas hospedadoras: en E. meliloti es 
importante para la nodulación en Medicago y en R. leguminosarum sv. viciae para la 
nodulacion en Vicia. Una explicación para la especificidad observada con el hospedador 
podría ser que mientras que nodM y/o el producto de otros genes aportan glucosamina 
en cantidades suficientemente grandes a las proteínas Nod comunes para sintetizar 
molécula señal, en los mutantes la menor cantidad de sustrato da lugar a una cantidad 
reducida de factores Nod, los cuales son suficientes para Melilotus pero no para Medicago 
(Baev et al., 1991). Por ello, los mutantes nodM indujeron nódulos que no sólo se 
retrasaron en el desarrollo, si no que eran menos eficientes en la fijación de N2 (Baev et 
al., 1991). 
 
La función de la proteína NodN, codificada por el último gen del operón, aún no 
ha sido caracterizada, aunque su secuencia de aminoácidos revela la presencia de un 
dominio conservado en proteínas bacterianas con actividad hidratasa sobre enoil-CoA 
específicos.  
 
El análisis in silico de nolFG sugiere que estos genes codifican una bomba MDR 
del tipo RND, donde NolG constituye el transportador de membrana interna y NolF la 
MFP que conecta el transportador con el tercer componente del sistema, una proteína 
localizada en la membrana externa u OMF codificada por un gen que no está ligado a 
nolFG. La función durante la simbiosis de la bomba codificada por los genes nolFG no 
está clara, así como tampoco están establecidos los sustratos que transporta. 
La bomba NolFG de tipo RND se pensaba que estaba involucrada en la nodulación, 
debido a los resultados obtenido por Baev et al. (1991) en mutantes derivados de la cepa 
AK631 de E. meliloti. Ellos exponen que la inserción de Tn5 en cualquiera de estos genes 
supone un retraso en la nodulación y una reducción del número de nódulos en alfalfa. 
En un estudio más extenso, este grupo sugirió que la inserción de Tn5 en los genes nolFG 
no disminuye los niveles de transcripción del gen corriente abajo, nodN, el cual codifica 
una proteína necesaria para la producción eficiente de factores Nod (Baev et al., 1992). 
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Más recientemente, la mutación por deleción sin marcador realizada, en el gen nolG, por 
Eda et al. (2011), no mostró ninguna alteración del fenotipo simbiótico, por ello según 
estos autores, es muy probable que las mutaciones causadas por Tn5 en los genes NolFG 
ocasionaran un efecto polar corriente abajo sobre la expresión del gen nodN y que éste 
fuera el causante del fenotipo en la nodulación. 
 
9. Lugares de estudio: Paraje Natural Marismas del Odiel y Paisaje 
Protegido de Río Tinto 
El sistema de estuarios de los ríos Tinto y Odiel, tiene un gran significado 
histórico, así como interés ambiental al ser uno de los sistemas de estuarios fluviales más 
contaminados en el mundo. Es en las cabeceras de estos ríos donde se produjeron los 
aportes mineros en las Edades de Cobre y Bronce. Más recientemente, entre los años 1960 
y 1985, la ciudad de Huelva llegó a ser enclave de una de las industrias más 
contaminantes, de modo que la contaminación inicial se vio incrementada con los 
residuos ácidos derivados de las dos zonas industriales localizadas cerca de la 
desembocadura, productos fertilizantes, derivados secundarios del petróleo y químicos. 
Aunque es posible que la contaminación del sistema comenzara hace miles de años con 
el origen de la minería y de los depósitos masivos de sulfuros cerca de la cabecera del 
Río Tinto (Davis et al., 2000), algunos productos, como por ejemplo los yesos, se 
acumulan en el margen fluvial con erosión parcial durante los meses de lluvias y los 
flujos de la marea. Estos desechos contienen altos niveles de sulfuros asociados a los 
metales pesados, principalmente cobre, plomo y cinc, aunque también contienen hierro, 
arsénico, plata y oro, por lo que estas industrias han contribuido en gran medida a la 
contaminación de los estuarios locales. Por último, una tercera fuente de metales pesados 
para la zona del estuario, son las aguas residuales de la ciudad de Huelva (Ruiz, 2001). 
 
9.1 Paraje Natural Marismas del Odiel 
Situado al sur de la provincia de Huelva, en la confluencia de las 
desembocaduras de los ríos Tinto y Odiel, el encuentro entre las aguas dulces y saladas, 
ha dado lugar a un complejo de marismas influenciadas por las mareas, conocido como 
Marismas del Odiel. El sistema funciona como un estuario donde los cauces de ambos 
ríos depositan al desembocar gran cantidad de sedimentos cargados de nutrientes y 
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metales pesados. A su vez, este aporte continuo de sedimentos y las fuerzas de las 
mareas, generan islas separadas por extensos brazos de agua, como la Isla de En medio, 
la de Saltés y la de Bacuta, localizadas al sur del enclave. Este medio salino, determina 
el predominio de especies vegetales resistentes a altas concentraciones de sal, así como 
la presencia de una microbiota en el suelo capaz de vivir en estas condiciones. 
Parte de su riqueza ecológica estriba en la variedad de paisajes que conforman este 
enclave. Desde marismas mareales, a lagunas como la de Batán y la del Taraje, pasando 
por la playa del Espigón o los bosques de El Almendral, El Acebuchal y La Cascajera 
(http://www.juntadeandalucia.es/medioambiente/servtc5/ventana/mostrarFicha.do
;jsessionid=3C7E543EC4AFBA0E135C8D55753C8A52?idEspacio=7393) 
 
9.2 Paisaje Protegido de Río Tinto 
El Paisaje Protegido de Río Tinto abarca los tramos alto y medio del Río Tinto 
siendo un lugar único, tanto por su belleza cromática como por sus excepcionales 
condiciones ambientales e históricas. Alrededor del curso alto, se sitúa el mayor 
yacimiento minero a cielo abierto de Europa que fue explotado desde los tartesos y, sobre 
todo, por los romanos. Toda esta larga actividad ha originado un peculiar paisaje, las 
tonalidades del río se deben al alto contenido en sales ferruginosas y sulfato férrico que, 
junto a la escasez de oxígeno, otorgan un pH muy ácido. 
Estas aguas acogen una gran diversidad de microorganismos adaptados a hábitats 
extremos, muchos de ellos aún sin catalogar y en la escasa vegetación de ribera de los 
márgenes del cauce, dada la acusada acidez del medio, destaca el llamado brezo de las 
minas, una especie amenazada en peligro de extinción, endémica de Huelva, que acoge 
y da sustento a una necesaria comunidad animal. 
 
9.3 Plantas leguminosas presentes en las Marismas del Odiel y en Río Tinto. 
Medicago marina 
En las Marismas del Odiel y la ribera del Río Tinto, se pueden encontrar una 
variedad de leguminosas, entre otras plantas adaptadas a las condiciones de la zona. 
Algunas de las leguminosas presentes son: Ornithopus compressus, Lotus corniculatus, 
Trifolium sp., Lathyrus sp., Medicago sp., Medicago polymorpha y Medicago marina. Sin 
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embargo, la zona de las minas, debido a sus excepcionales características, solo se 
encontraron plantas de Trifolium sp. 
 
 M. marina es una leguminosa perenne, ampliamente distribuida en España, norte 
de África y la mitad de Asia.  Esta planta suele crecer en suelos muy áridos y ácidos, con 
pH entre 3,5 y 5,5; de hecho, se considera una planta indicadora de acidez y sequedad. 
En España, crece a lo largo de los sistemas dunares costeros y tiene un importante uso 
potencial en la recuperación y estabilización de este tipo de ecosistemas.  
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1. Caracterización de rizobios aislados de nódulos de leguminosas que se 
desarrollan en suelos sometidos a estrés abiótico del Paraje Natural Marismas del 
Odiel y del Paisaje Protegido de Río Tinto  
 
2. Estudio fisiológico, molecular y simbiótico de los rizobios aislados de Medicago 
marina de poblaciones del suroeste de Andalucía. 
 
3. Implicación del gen nolG en la simbiosis E. meliloti y E. medicae con M. sativa y en 
la resistencia a metales pesados. 
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1. Materiales y Métodos relacionados con bacterias 
 
1. 1 Bacterias, plásmidos y agentes selectivos e identificativos 
 
1. 1. 1 Bacterias y plásmidos 
Las estirpes bacterianas y plásmidos utilizados en esta Tesis se recogen en la 
Tabla 1. 
 
Tabla 1: Bacterias y plásmidos utilizados en esta Tesis. 
Estirpes aisladas de Marismas del Odiel y Río Tinto 
ESTIRPE CARACTERÍSTICAS RELEVANTES REFERENCIA 
ORT1 
Aislada de zona “Recuperada” (Marismas 
del Odiel), de la planta Ornithopus compressus 
Esta Tesis 
ORT2 
Aislada de zona “Recuperada” (Marismas del 
Odiel), de la planta O. compressus 
Esta Tesis 
ORT3 
Aislada de zona “Recuperada” (Marismas 
del Odiel), de la planta O. compressus 
Esta Tesis 
ORT4 
Aislada de zona “Recuperada” (Marismas del 
Odiel), de la planta O. compressus 
Esta Tesis 
ORT5 
Aislada de zona “Recuperada” (Marismas del 
Odiel), de la planta O. compressus 
Esta Tesis 
ORT6 
Aislada de zona “Recuperada” (Marismas 
del Odiel), de la planta O. compressus 
Esta Tesis 
ORT7 
Aislada de zona “Recuperada” (Marismas 
del Odiel), de la planta O. compressus 
Esta Tesis 
ORT8 
Aislada de zona “Recuperada” (Marismas del 
Odiel), de la planta O. compressus 
Esta Tesis 
ORT9 
Aislada de zona “Recuperada” (Marismas del 
Odiel), de la planta Lotus corniculatus 
Esta Tesis 
ORT10 
Aislada de zona “Recuperada” (Marismas del 
Odiel), de la planta L. corniculatus 
Esta Tesis 
ORT20 
Aislada de “Arenal Seco” (Marismas del 
Odiel), de la planta Medicago sp. 
Esta Tesis 
ORT21 
Aislada de “Arenal Seco” (Marismas del 
Odiel), de la planta Medicago sp. 
Esta Tesis 
ORT22 
Aislada de “Arenal Seco” (Marismas del 
Odiel), de la planta Medicago sp. 
Esta Tesis 
ORT23 
Aislada de “Arenal Seco” (Marismas del 
Odiel), de la planta Medicago sp. 
Esta Tesis 
ORT24 
Aislada de “Arenal Seco” (Marismas del 
Odiel), de la planta Medicago sp. 
Esta Tesis 
ORT25 
Aislada de “Arenal Seco” (Marismas del 
Odiel), de la planta Medicago sp. 
Esta Tesis 
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Estirpes aisladas de Marismas del Odiel y Río Tinto 
ESTIRPE CARACTERÍSTICAS RELEVANTES REFERENCIA 
ORT26 
Aislada de “Arenal Seco” (Marismas del 
Odiel), de la planta Medicago sp. 
Esta Tesis 
ORT27 
Aislada de “Arenal Seco” (Marismas del 
Odiel), de la planta Medicago sp. 
Esta Tesis 
ORT28 
Aislada de “Arenal Seco” (Marismas del 
Odiel), de la planta Medicago sp. 
Esta Tesis 
ORT29 
Aislada de “Minas de Río Tinto“, de la 
planta Trifolium sp. 
Esta Tesis 
ORT31 
Aislada de “Minas de Río Tinto“, de la planta 
Trifolium sp. 
Esta Tesis 
ORT32 
Aislada de “Minas de Río Tinto“, de la planta 
Trifolium sp. 
Esta Tesis 
ORT33 
Aislada de “Minas de Río Tinto“, de la planta 
Trifolium sp. 
Esta Tesis 
ORT35 
Aislada de “Minas de Río Tinto“, de la planta 
Trifolium sp. 
Esta Tesis 
ORT38 
Aislada de “Minas de Río Tinto“, de la planta 
Trifolium sp. 
Esta Tesis 
ORT39 
Aislada de “Minas de Río Tinto“, de la planta 
Trifolium sp. 
Esta Tesis 
ORT40 
Aislada de “Minas de Río Tinto“, de la planta 
Trifolium sp. 
Esta Tesis 
ORT41 
Aislada de “Minas de Río Tinto“, de la planta 
Trifolium sp. 
Esta Tesis 
ORT42 
Aislada de “Minas de Río Tinto“, de la planta 
Trifolium sp. 
Esta Tesis 
ORT43 
Aislada de “Minas de Río Tinto“, de la planta 
Trifolium sp. 
Esta Tesis 
ORT44 
Aislada de “Minas de Río Tinto“, de la planta 
Trifolium sp. 
Esta Tesis 
ORT45 
Aislada de “Minas de Río Tinto“, de la planta 
Trifolium sp. 
Esta Tesis 
ORT46 
Aislada de “Minas de Río Tinto“, de la planta 
Trifolium sp. 
Esta Tesis 
ORT47 
Aislada de “Ribera de Río Tinto”, de la 
planta Medicago polymorpha 
Esta Tesis 
 
 
Ensifer meliloti 
ESTIRPE CARACTERÍSTICAS RELEVANTES REFERENCIA 
LMG 6133T 
Estirpe tipo 
 
De Lajudie et al., 
1998 
ORT11 
Aislada del “Arenal Seco” (Marismas del 
Odiel), de la planta Medicago marina 
Alías-Villegas et 
al., 2015 
ORT12 
Aislada del “Arenal Seco” (Marismas del 
Odiel), de la planta M. marina 
Alías-Villegas et al., 
2015 
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Ensifer meliloti 
ESTIRPE CARACTERÍSTICAS RELEVANTES REFERENCIA 
ORT13 
Aislada del “Arenal Seco” (Marismas del 
Odiel), de la planta M. marina 
Alías-Villegas et al., 
2015 
ORT16 
Aislada del “Arenal Seco” (Marismas del 
Odiel), de la planta M. marina 
Alías-Villegas et al., 
2015 
ORT17 
Aislada del “Arenal Seco” (Marismas del 
Odiel), de la planta M. marina 
Alías-Villegas et al., 
2015 
ORT18 
Aislada del “Arenal Seco” (Marismas del 
Odiel), de la planta M. marina 
Alías-Villegas et al., 
2015 
ORT19 
Aislada del “Arenal Seco” (Marismas del 
Odiel), de la planta M. marina 
Alías-Villegas et al., 
2015 
SF1.2 
Aislada de las Dunas de San Fernando, de 
la planta M. marina 
Alías-Villegas et al., 
2015 
SF1.6 
Aislada de las Dunas de San Fernando, de 
la planta M. marina 
Alías-Villegas et al., 
2015 
SF1.11 
Aislada de las Dunas de San Fernando, de 
la planta M. marina 
Alías-Villegas et al., 
2015 
SF2.11 
Aislada de las Dunas de San Fernando, de 
la planta M. marina 
Alías-Villegas et al., 
2015 
SF2.17 
Aislada de las Dunas de San Fernando, de 
la planta M. marina 
Alías-Villegas et al., 
2015 
SF3.1 
Aislada de las Dunas de San Fernando, de 
la planta M. marina 
Alías-Villegas et al., 
2015 
SF3.3 
Aislada de las Dunas de San Fernando, de 
la planta M. marina 
Alías-Villegas et al., 
2015 
SF3.5 
Aislada de las Dunas de San Fernando, de 
la planta M. marina 
Alías-Villegas et al., 
2015 
SF3.9 
Aislada de las Dunas de San Fernando, de 
la planta M. marina 
Alías-Villegas et al., 
2015 
SF3.10 
Aislada de las Dunas de San Fernando, de 
la planta M. marina 
Alías-Villegas et al., 
2015 
SF3.20 
Aislada de las Dunas de San Fernando, de 
la planta M. marina 
Alías-Villegas et al., 
2015 
SF3.21 
Aislada de las Dunas de San Fernando, de 
la planta M. marina 
Alías-Villegas et al., 
2015 
SF3.23 
Aislada de las Dunas de San Fernando, de 
la planta M. marina 
Alías-Villegas et al., 
2015 
SF3.33 
Aislada de las Dunas de San Fernando, de 
la planta M. marina 
Alías-Villegas et al., 
2015 
SF3.34 
Aislada de las Dunas de San Fernando, de 
la planta M. marina 
Alías-Villegas et al., 
2015 
SF3.37 
Aislada de las Dunas de San Fernando, de 
la planta M. marina 
Alías-Villegas et al., 
2015 
SF3.40 
Aislada de las Dunas de San Fernando, de 
la planta M. marina 
Alías-Villegas et al., 
2015 
SF3.42 
Aislada de las Dunas de San Fernando, de 
la planta M. marina 
Alías-Villegas et al., 
2015 
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Ensifer meliloti 
ESTIRPE CARACTERÍSTICAS RELEVANTES REFERENCIA 
SF3.48 
Aislada de las Dunas de San Fernando, de 
la planta M. marina 
Alías-Villegas et al., 
2015 
SF3.49 
Aislada de las Dunas de San Fernando, de 
la planta M. marina 
Alías-Villegas et al., 
2015 
SF3.53 
Aislada de las Dunas de San Fernando, de 
la planta M. marina 
Alías-Villegas et al., 
2015 
SF3.55 
Aislada de las Dunas de San Fernando, de 
la planta M. marina 
Alías-Villegas et al., 
2015 
Sm1021 Estirpe de referencia 
Meade y Signer, 
1977 
SVQ747 E. meliloti ORT12, Rif 50R Esta Tesis 
SVQ749 
E. meliloti SVQ747 mutado en el gen nolG 
por inserción del casete lacZ-Gm en el 
mismo sentido del gen, Rif 50R, Gm 25R 
Esta Tesis 
SVQ761 
E. meliloti SVQ747 mutado en el gen nolG 
por delecion Rif 50R 
Esta Tesis 
SVQ747 
(pBBR1MCS-2) 
E. meliloti SVQ747 que porta el plásmido 
pBBR1MCS-2, Rif 50R, Km 60R 
Esta Tesis 
SVQ749 
(pBBR1MCS-2) 
E. meliloti SVQ749 que porta el plásmido 
pBBR1MCS-2, Rif 50R, Km 60R, Gm 25R 
Esta Tesis 
SVQ749 
(pMUS1306) 
E. meliloti SVQ749 que porta el plásmido 
pMUS 1306, Rif 50R, Km 60R, Gm 25R 
Esta Tesis 
SVQ761 
(pBBR1MCS-2) 
E. meliloti SVQ761 que porta el plásmido 
pBBR1MCS-2, Rif 50R, Km 60R 
Esta Tesis 
SVQ761 
(pMUS1306) 
E. meliloti SVQ761 que porta el plásmido 
pMUS 1306, Rif 50R, Km 60R 
Esta Tesis 
SVQ747(pGUS3) 
E. meliloti SVQ747 que porta el plásmido 
pGUS3, Rif 50R, Km 200R 
Esta Tesis 
Ensifer medicae 
ESTIRPE CARACTERÍSTICAS RELEVANTES REFERENCIA 
LMG 19920T Estirpe tipo Rome et al., 1996 
M19.1 Estirpe de referencia 
Alías-Villegas et 
al., 2015 
SF3.41 
Aislada de las Dunas de San Fernando de 
la planta M. marina 
Alías-Villegas et 
al., 2015 
SVQ748 E. medicae SF3.41 Rif 50R Esta Tesis 
SVQ750 
E. medicae SVQ748 mutado en el gen nolG 
por inserción del casete lacZ-Gm en el 
mismo sentido del gen, Rif 50R, Gm 50R 
Esta Tesis 
SVQ750 
pBBR1MCS-2 
E. medicae SVQ750 que porta el plásmido 
pBBR1MCS-2, Rif 50R, Km 30R 
Esta Tesis 
SVQ750 
(pMUS 1313) 
E. medicae SVQ750 que porta el plásmido 
pMUS 1313, Rif 50R, Km 30R 
Esta Tesis 
SVQ748(pGUS3) 
E. medicae SVQ748 que porta el plásmido 
pGUS3, Rif 50R, Km 30R 
Esta Tesis 
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Escherichia coli 
ESTIRPE CARACTERÍSTICAS RELEVANTES REFERENCIA 
DH5α 
SupE44, lacU169, 5hsdR17, recA1, endA1, 
gyrA96, thi-1, relA1, NxR 
Sambrook et al., 
1989 
PLÁSMIDO CARACTERÍSTICAS RELEVANTES REFERENCIA 
pAB2001 
Plásmido que contiene el casete lacZ-GmR, 
ApR, GmR 
Becker et al., 
1995 
pGEM-T Easy Vector de clonación de productos de PCR, ApR 
Promega 
(EEUU) 
pK18mob 
Vector de clonación (suicida en los rizobios), 
KmR 
Schäfer et al., 
1994 
pK18mobsacB 
Vector de clonación que contiene el gen de 
sensibilidad a la sacarosa. Suicida en los 
rizobios, KmR 
Schäfer et al., 
1994 
pRK2013 Plásmido coadyuvante, KmR 
Figurski y 
Helinski, 1979 
pBBR1MCS-2 
Vector de clonación de amplio rango de 
hospedador, KmR 
Kovach et al., 
1995 
pMP240 
Plásmido IncP que porta el promotor del gen 
nodA de Rhizobium leguminosarum fusionado al 
gen lacZ, TcR 
De Maagd et al., 
1988 
pGUS3 
Plásmido con la fusión entre el promotor del 
gen nfeD y el gen gusA del pIB199, KmR 
García-
Rodríguez y 
Toro, 2000 
Construcciones que portan el gen nolG 
pMUS1216 
Plásmido pGEM-T Easy que porta un 
fragmento de PCR del gen  nolG de ~2,5 kb 
de E. meliloti Sm1021, ApR 
Esta Tesis 
pMUS1228 
pMUS1216 con el casete lacZ-Gm en el 
sentido del gen, inserto en el punto BamHI 
situado en el gen nolG, ApR, GmR 
Esta Tesis 
pMUS1256 
Plásmido pK18mob que porta la fusión 
nolG::lacZ-Gm, inserto en el punto SmaI de 
pK18mob KmR, GmR 
Esta Tesis 
pMUS1306 
Plásmido pBBR1MCS-2 que porta el gen 
nolG completo de E. meliloti ORT12, KmR. 
Esta Tesis 
pMUS1313 
Plásmido pBBR1MCS-2 que porta el gen 
nolG completo de E. medicae SF3.41, KmR. 
Esta Tesis 
pMUS1326 
Plásmido pK18mobsacB que porta un 
fragmento EcoRI- HindIII de ~1 kb que 
contiene el gen nolG delecionado de E. 
meliloti ORT12, KmR. 
Esta Tesis 
Ap: ampicilina, Gm: gentamicina, Km: kanamicina, Nx: ácido nalidíxico, Tc: tetraciclina, Rif: 
rifampicina. 
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1. 1. 2 Agentes selectivos e identificativos 
 Para la selección e identificación de las diferentes estirpes bacterianas y 
plásmidos se utilizaron los siguientes agentes selectivos, suministrados por Sigma-
Aldrich (EEUU) a las concentraciones indicadas: 
 
COMPUESTO E. meliloti ORT12 
(µg ml-1) 
E. medicae SF3.41 
(µg ml-1) 
E. coli  
(μg ml-1) 
Ampicilina (Ap) ND ND 100 
Espectinomicina (Spc) 200 400 100 
Gentamicina (Gm) 25 50 10 
Kanamicina (Km) 60 30 30 
Ácido nalidíxico (Nal) ND ND 20 
Rifampicina (Rif) 50 50 25 
Tetraciclina (Tc) 8 4 10 
X-gal - - 40 
Sacarosa 12,5% 12,5% - 
ND: No Determinado 
 
 La rifampicina se disolvió en metanol, la tetraciclina en etanol al 70% y el ácido 
nalidíxico en una solución de NaOH 0,1 M. Los demás antibióticos se disolvieron en 
agua. La temperatura de almacenamiento de los antibióticos fue de -20 ºC. 
El X-gal, suministrado por Roche (Suiza), se disolvió en N, N-dimetilformamida (20 mg 
ml-1) y también se conservó a -20 ºC. 
 
1. 1. 3 Flavonoides 
 Los flavonoides se prepararon a una concentración de 1 mg ml-1 en etanol 
absoluto o metanol en el caso de la luteolina y se añadieron a los cultivos hasta alcanzar 
una concentración final de aproximadamente 1 µg ml-1. La temperatura de 
almacenamiento fue de –20 ºC y fueron suministrados por Sigma-Aldrich. 
 Los flavonoides que se utilizaron para la inducción de las estirpes fueron:  
Apigenina, coumestrol, crisina, daidzeína, 4,7-dihidroxiflavona, flavona, flavanona, 
genisteína, hesperetina, 5-hidroxiflavona, 7-hidroxiflavona, 6-hidroxiflavanona, 
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kaempferol, morina, naringenina, quercetina, umbelliferona, luteolina, fisetina e 
isoliriquitigenina. 
 
1. 2 Medidas de pH, espectrofotometría y solución de congelación para bacterias 
El pH de las soluciones se midió con un pH-metro modelo micropH 2001 (Crison, 
España). Para realizar las medidas espectrofotométricas se empleó el espectrofotómetro 
Novaspec II (Pharmacia LKB, Suecia) y el lector de placas Synergy HT (BioTek, USA). 
Para conservar las estirpes bacterianas durante largos periodos de tiempo se 
utilizó una solución de congelación. Tras cultivar las bacterias en los medios apropiados, 
la biomasa procedente de 5 ml de cultivo se resuspendió en 1,5 ml de una solución 
compuesta de peptona al 0,5% (p/v) y de glicerol al 15% (v/v) previamente esterilizada 
en el autoclave durante 20 minutos a una atmósfera de sobrepresión (121 ºC). Las 
bacterias así preparadas se conservaron a -80 ºC. 
 
1. 3 Medios de cultivo 
 
1. 3. 1 Medios de cultivo para los rozobios 
Los rizobios se cultivaron en los medios que se detallan a continuación. Los 
cultivos líquidos se incubaron en agitación a 180 rpm. Los medios se solidificaron, 
cuando fue necesario, añadiendo 20 g l-1 de agar. En ambos casos la temperatura de 
incubación fue de 28 ºC. 
 
MEDIO TY (Behringer, 1974) 
Extracto de levadura 3 g 
Triptona 5 g 
CaCl2· 2H2O 0,65 g 
H2O destilada Completar hasta 1 l 
El pH se ajustó a 6,8-7,0 y el medio se esterilizó en el autoclave durante 20 minutos a una 
atmósfera de sobrepresión (121 ºC). 
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Medio Mínimo (MM) (Robertsen et al., 1981) 
K2HPO4 0,3 g 
KH2PO4 0,3 g 
MgSO4· 7 H2O 0,15 g 
CaCl2· 2 H2O 0,05 g 
FeCl3 0,006 g 
NaCl 0,05 g 
Glutamato sódico 1,1 g 
Manitol 10 g 
Solución de vitaminas* 1 ml 
H2O destilada Completar hasta 1 l 
El pH se ajustó a 6,8-7,0 y el medio se esterilizó en el autoclave durante 20 minutos a una 
atmósfera de sobrepresión (121 ºC). 
 
Solución de vitaminas* (1000X) 
Biotina 0,02 g 
Tiamina 0,01 g 
Pantotenato sódico 0,01 g 
H2O destilada Completar hasta 100 ml 
Se esterilizó por filtración y se adicionó 1 ml por litro de MM ya estéril. 
 
 
Medio Bromfield 
Extracto de levadura 0,4 g 
Triptona 0,1 g 
CaCl2· 2H2O 0,1 g 
Agar bacteriológico 3 g 
H2O destilada 1 l 
El pH se ajustó a 6,8-7,0 y el medio se esterilizó en el autoclave durante 20 minutos a una 
atmósfera de sobrepresión (121 ºC). 
 
Medio BM (Basal Salt Medium) (Camacho et al., 2002) 
K2HPO4 0,4 g  
KH2PO4 0,1 g 
MgSO4 0,2 g 
NaCl 0,1 g  
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CaCl2 0,05 g 
FeCl3· 6H2O 0,01 g 
NH4Cl 0,3 g 
H2O destilada Completar hasta 1 l 
El pH se ajustó a 6,8-7,0 y el medio se esterilizó en el autoclave durante 20 minutos a una 
atmósfera de sobrepresión (121 ºC). La Fuente de carbono a estudiar se añadió 
independientemente a una concentracion del 1%, antes del autoclavado. 
 
Medio NBRIP (Katznelson y Bose, 1959)  
Glucosa 10 g 
Ca3(PO4)2 5g  
MgCl2· 6H2O 5g  
MgSO4·7H2O 0,25 g 
KCl 0,2 g  
(NH4)2SO4 0,1 g 
H2O destilada 1 l 
El pH se ajustó a 6,8-7,0 y el medio se esterilizó en el autoclave durante 20 minutos a una 
atmósfera de sobrepresión (121 ºC). 
 
1.3.1.1 Medio de cultivo con diferentes concentraciones de NaCl 
Para estudiar la capacidad de crecimiento de las estirpes con diferentes 
concentraciones de NaCl, se preparó medio YM líquido ajustando la concentración final 
de NaCl a 300, 450, 600, 700 y 800 mM. El pH se ajustó a 6,8 – 7 y el medio se autoclavó 
durante 20 minutos a una atmósfera de sobrepresión (121 °C).  
 
1.3.1.2 Medios de cultivo tamponados a diferentes pH  
Para estudiar la capacidad de crecimiento de los aislamientos con diferente pH 
en el medio: 5; 5,5; 7; 8 y 8,5; se preparó medio YM líquido, se tamponó con diferente 
compuesto según el pH final deseado, posteriormente se ajustó al pH requerido y se 
autoclavó durante 20 minutos a una atmósfera de sobrepresión (121 °C). 
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1.3.1.3 Medios de cultivo para crecimiento con metales pesados 
Para estudiar la tolerancia de los aislamientos a los metales pesados, se 
emplearon las siguientes formas de metales: Na2HAsO4· 7H2O, CoCl2, K2Cr2O7, CsCl, 
CuSO4· 5H2O, NiCl2, ZnSO4· 7H2O y CdCl2. Se prepararon soluciones de estos 
compuestos a diferentes concentraciones, según los casos, y se esterilizaron por 
filtración. A continuación, se prepararon placas de TY añadiendo el volumen 
correspondiente de cada metal al medio ya estéril y enfriado a aproximadamente 50 ºC 
para ajustar la concentración final en la placa.  
 
1. 3. 2 Medios de cultivo para Escherichia coli 
 Para cultivar las estirpes de E. coli se utilizó el medio rico de Luria-Bertani (LB). 
Los cultivos líquidos se incubaron en agitación a 180 rpm. Los medios se solidificaron, 
cuando fue necesario, añadiendo 20 g l-1 de agar. En ambos casos la temperatura de 
incubación fue de 37 ºC. 
 
LB (Maniatis et al., 1982) 
Extracto de levadura 5 g 
Triptona 10 g 
NaCl 5 g 
H2O destilada Completar hasta 1 l 
El pH se ajustó a 6,8-7,0 y el medio se esterilizó en el autoclave durante 20 minutos a una 
atmósfera de sobrepresión (121 ºC). 
 
 
 
 
Tampones empleados  
pH 5 Homo-Pipes 20 mM 
pH 5,5 Homo-Pipes 20 mM 
pH 7  Mops 20 mM 
pH 8 Tris-HCl 1M pH 8, 20 mM 
pH 8,5 Ches 20 mM 
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1. 4 Métodos relacionados con los ácidos nucleicos 
 
1. 4. 1 Métodos de transferencia de ADN 
 
1. 4. 1. 1 Conjugación bacteriana 
 
Conjugación usando el plásmido pK18mob, pBBR1MCS-2 y pGUS3 
 
Se utilizó para transferir plásmidos desde distintas estirpes de E. coli a Ensifer. 
Para ello, se mezclaron en un tubo eppendorf los siguientes cultivos: 
- 800 µl de cultivo de las estirpes de Ensifer receptoras. 
- 200 µl de un cultivo en fase logarítmica de la estirpe de E. coli donadora de los 
plásmidos. 
- 100 µl de un cultivo en fase logarítmica de la estirpe de E. coli, portadora del 
plásmido pRK2013, que actuó como coadyuvante en la transferencia de los 
plásmidos. 
A continuación, la mezcla se centrifugó durante 5 minutos a 5000 g. El sobrenadante se 
retiró con cuidado y las células se resuspendieron en 200 µl de agua destilada estéril, 
volviendo a centrifugar a 5000 g durante 2 minutos, para retirar los restos de antibióticos. 
Seguidamente, se retiró el sobrenadante dejando alrededor de 75 µl para resuspender el 
pellet y se colocó en forma de gota en una placa con medio TY sin antibióticos. La placa 
se incubó a 28 ºC durante no más de 24 horas. La masa celular desarrollada se recogió y 
se resuspendió en 1 ml de glicerol-peptona. Posteriormente se realizaron las diluciones 
apropiadas para sembrar placas de TY con los antibióticos adecuados y así seleccionar 
las estirpes transconjugantes. Las colonias desarrolladas se purificaron por sucesivas 
siembras en el mismo medio selectivo. 
 
Conjugación usando el plásmido pK18mobsacB 
 
La construcción de mutantes por deleción se llevó a cabo utilizando el plásmido 
pK18mobsacB. Las estirpes de Ensifer, obtenidas por el método anteriormente descrito, 
sensibles a sacarosa y resistentes a Km (simples recombinantes), se inocularon en TY y 
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se incubaron durante alrededor de 4 días en agitación a 28 ºC. Transcurrido ese tiempo, 
se sembraron alícuotas de 100 µL, provenientes de diluciones seriadas del cultivo 
crecido, en placas de TY con sacarosa y se incubaron a 28 ºC. Una vez que las colonias 
resistentes a sacarosa crecieron, se picaron en dos placas una con Km y la otra con 
sacarosa. De esta forma se consiguieron los dobles recombinantes (sacarosa resistentes y 
Km sensibles). 
 
1. 4. 1. 2 Transformación de E. coli. 
 
Células competentes de E. coli 
 
Se preinoculó una colonia de E. coli en 5 ml de medio LB con ácido nalidíxico, y 
se creció a 37 ºC en agitación durante toda la noche. Posteriormente, se inocularon 2,5 
ml del cultivo crecido en 200 ml de medio LB, con el mismo antibiótico, y se incubó a 37 
ºC en agitación hasta que la D.O. 600 nm fue de 0,4 - 0,5. El cultivo se enfrió en hielo 
durante 15 minutos. 
Transcurrido este tiempo, el cultivo se centrifugó a 3500 g durante 10 minutos a 4 ºC. 
El sobrenadante se descartó y el pellet se resuspendió en 30 ml de la solución fría TBF-I. 
La mezcla se incubó en hielo durante 10 minutos y se centrifugó a 3500 g durante 10 
minutos a 4 ºC. El sobrenadante se descartó y el pellet se resuspendió en 4 ml de la 
solución TBF-II fría. Se repartieron alícuotas de 75 µl en eppendorfs, se congelaron en 
nitrógeno líquido y se almacenaron a  -80 ºC hasta su uso. 
 
Soluciones empleadas 
TFB-I AcK 3 M pH 5,8; MnCl2 1 M; CaCl2 1 M; RbCl 1 M; Glicerol 15% 
TFB-II MOPS 1 M pH 7*, CaCl2 1 M, RbCl 1 M, Glicerol 15% 
 
Las soluciones se esterilizaron en el autoclave durante 20 minutos a una atmósfera de 
sobrepresión (121 ºC).  
* No se autoclava. Se filtra y se añade a la solución previamente esterilizada en el autoclave. 
 
Transformación usando células competentes de E. coli 
 
Las células de E. coli competentes se descongelaron en hielo durante 5 minutos. 
Se añadió el ADN plasmídico o la mezcla de ligación a cada vial, se pipeteó y se incubó 
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en hielo durante 20 minutos. Posteriormente, se incubó durante 90 segundos en un baño 
a 42 ºC y, una vez transcurrido ese tiempo, se incubó rápidamente en hielo durante 5 
minutos. Se añadió 1 ml de medio LB y se incubó a 37 ºC durante una hora. Tras la 
incubación, se centrifugó durante 30 segundos a 10000 g y se descartó el sobrenadante, 
dejando alrededor de 75 µl, los cuales se usaron para resuspender el pellet. La mezcla se 
sembró en placas de medio LB, con los antibióticos adecuados, y se incubó a 37 ºC 
durante 24 horas. 
 
1. 4. 2 Extracción del ADN genómico 
Se centrifugaron 1,5 ml de un cultivo en fase estacionaria a 13000 g durante 1 
minuto. El pellet se resuspendió en 570 μl de tampón TE y se añadieron 6 μl de proteinasa 
K (10 mg ml-1) y 30 μl de SDS al 20%. La mezcla se incubó durante toda la noche a 37 ºC. 
Posteriormente, se potenció el lisado de las células mediante el uso de una jeringuilla 
por la que se pasó tres veces el contenido de la mezcla y se añadió un volumen de 
fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1), que se mezcló manualmente mediante la 
inversión repetida del tubo y se centrifugó a 13000 g durante 5 minutos. La fase superior 
acuosa donde se encuentra el ADN se transfirió a un nuevo tubo y se añadió un volumen 
de solución cloroformo:alcohol isoamílico (24:1) mezclando las dos fases por inversión 
del tubo. Se centrifugó a 13000 g durante 5 minutos a temperatura ambiente y la fase 
superior (acuosa) se transfirió a un nuevo tubo. A continuación, se procedió a la 
precipitación del ADN. Para ello, se añadió 0,1 volumen de acetato sódico 3M y 0,8 
volúmenes de isopropanol, se mezcló suavemente y se dejó precipitar a -20 ºC durante 
toda la noche. Al día siguiente, se centrifugó a 13000 g durante 20 minutos. Se eliminó el 
sobrenadante, el pellet se lavó con 500 μl de etanol al 70% (v/v) y se centrifugó a 13000 
g durante 4 minutos. Finalmente, se dejó secar el precipitado de ADN a temperatura 
ambiente durante 30-40 minutos y se resuspendió en 100 μl de tampón TER. 
 
Soluciones empleadas  
TE  Tris HCl 10 mM pH8, EDTA 1 mM 
TER Tris HCl 10 mM pH8, EDTA 1 mM, ARNasa 50 g ml-1 
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Además de este método manual, para la extracción del ADN total de las bacterias 
se utilizó el kit Quantum prep Aquapure Genomic DNA isolation kit (Bio-Rad, EEUU), 
cuando fue necesario, siguiendo las instrucciones del fabricante. 
 
1. 4. 3 Extracción del ADN plasmídico 
La extracción de ADN plasmídico se realizó siguiendo el protocolo descrito por 
Sambrook et al. (1989), con ciertas modificaciones. Se centrifugaron 1,5 ml de un cultivo 
en fase estacionaria a 13000 g durante 1 minuto. Tras la centrifugación, se desechó el 
sobrenadante y el sedimento celular se resuspendió en 100 µl de solución I utilizando un 
vórtex. A continuación, se añadieron 200 µl de solución II y se mezcló invirtiendo el tubo 
varias veces hasta que la mezcla se clarificó. Posteriormente, se añadieron 150 µl de 
solución III y se mezcló, para después centrifugar a 13000 g durante 10 minutos. El 
sobrenadante se pasó a un tubo vacío y se añadió un volumen de 
fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1). Se mezcló mediante vórtex y se centrifugó 
a 13000 g durante 5 minutos. La fase superior, acuosa, se pasó cuidadosamente a otro 
tubo con un pipeta y se le añadió un volumen de cloroformo:alcohol isoamílico (24:1). 
Se volvió a mezclar y se centrifugó a 13000 g durante 5 minutos. La fase superior se pasó 
cuidadosamente a otro tubo y se le añadieron 2,5 volúmenes de etanol absoluto. La 
mezcla se mantuvo a -80 ºC durante al menos 20 minutos para que el ADN precipitara y 
se centrifugó a 13000 g durante 20 minutos. El precipitado se lavó con etanol al 70%, se 
dejó secar y se resuspendió en 20 µl de tampón TER. 
 
Soluciones empleadas  
Solución I Glucosa 50 mM, Tris-HCl 25 mM pH 8, EDTA 10 mM pH 8 
Solución II* NaOH 0,2 M, SDS 1% (p/v) 
Solución III Acetato potásico 5 M [60% (v/v)], ácido acético glacial 11,5% 
(v/v) 
Tampón TER Tris-HCl 10 mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8, ARNasa 50 g ml-
1 
* Preparar en el acto 
 
La extracción de plásmidos también se realizó, cuando fue necesario, utilizando 
los kits NucleoSpin Plasmid Quick Pure (Macherey-Nagel, Alemania) y GenElute 
Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich, EEUU). 
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1.4.4 Extracción de ARN de E. meliloti 
Para la obtención de ARN total de E. meliloti se utilizó el kit RNase-free DNase 
de Quiagen. Se tomaron 12 alícuotas de 1,5 ml de cada cepa o condición a evaluar. Las 
células se centrifugaron y tras retirar el sobrenadante, se lavaron con una solución de 
sarkosyl al 0,1% en tampón TE. A continuación, se congeló el pellet en nitrógeno líquido 
y se guardó a –80 ºC.  
1. En el momento de su uso se descongelaron en hielo 4 viales de células por cada cepa 
o condición y se añadieron 100 μl de una solución de lisozima 4mg ml-1 en tampón TE, 
se mezcló mediante vórtex y se incubó a temperatura ambiente durante 5 minutos. 
2. Se añadieron 350 μl de tampón RLT al que previamente se le habían adicionado 10 μl 
ml-1 de β-mercaptoetanol. Se mezcló por inversión manual y se centrifugó 5 minutos a 
13000 rpm para eliminar los restos celulares. 
3. Se recogió el sobrenadante y en él se añadieron 250 μl de etanol absoluto y se mezcló 
por inversión manual. 
4. Por cada columna de purificación se pasaron 2 viales, centrifugando 30 segundos a 
13000 rpm y eliminando el sobrenadante cada vez. 
5. A continuación se lavó cada columna con 750 μl de solución RW1 y se centrifugó a 
13000 rpm durante 30 segundos. 
6. Tras cambiar las columnas a nuevos tubos de recolección, se lavó la columna dos veces 
añadiendo 500 μl de tampón RPE y centrifugando a 13000 rpm durante 30 segundos. 
7. Los restos de solución se eliminaron centrifugando las columnas a 13000 rpm durante 
2 minutos. 
8. La columna de purificación se colocó en un nuevo tubo de microfuga y se añadieron 
30 μl de H2O libre de ARNasa. Se incubó durante 1 minuto a temperatura ambiente para 
hidratar la resina y se centrifugó 1 minuto a 13000 rpm. Este paso se repitió, y se mezcló 
el ARN procedente de las dos extracciones realizadas para cada muestra hasta obtener 
un volumen final de 120 μl. 
9. Al volumen total obtenido (120 μl) se añadieron 14 μl de solución tampón RDD 
(RNaase free DNAse set, Quiagen) y 6 μl de ADNasa. La mezcla se incubó durante dos 
horas a 28 ºC. 
10. A continuación a los 140 μl de solución que contenían el ARN se añadieron 490 μl de 
la solución RLT con β-mercaptoetanol, 350 μl de etanol absoluto y se mezcló por 
inversión. 
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11. La solución se pasó por una columna RNeasy para retener el ARN (13000 rpm 
durante 30 segundos) y se continuó con su lavado. 
12. La columna se lavó con 350 μl de solución RW1 y se centrifugó a 13000 rpm durante 
30 segundos. 
13. La columna se lavó dos veces añadiendo 500 μl de tampón RPE centrifugando a 13000 
rpm durante 30 segundos. 
14. Los restos de solución se eliminaron centrifugando las columnas a 13000 durante 2 
minutos. 
14. Finalmente, se añadieron 25 μl de agua libre de ARNasa sobre la resina de la columna. 
Esta se dejó hidratar por un minuto a temperatura ambiente y se centrifugó durante 30 
segundos a 13000 rpm. Este paso se repitió dos veces para obtener un volumen final de 
ARN de 50 μl. 
 
1. 4. 5 Restricción del ADN 
Se utilizaron las endonucleasas de restricción suministradas por Roche (Suiza) y 
New England Biolabs (EEUU). En todos los casos se siguieron las instrucciones del 
fabricante. La eficiencia de la restricción se comprobó mediante electroforesis en gel de 
agarosa. 
 
1. 4. 6 Electroforesis del ADN 
Se llevó a cabo en geles de agarosa entre el 0,8% y el 2% (p/v), dependiendo del 
peso molecular de la banda que se quisiera separar, preteñidos con bromuro de etidio 
y en tampón TAE 0,5X (Maniatis et al., 1982). Las muestras de ADN mezcladas con el 
tampón de carga se añadieron a los pocillos del gel. Como patrones de referencia se 
usaron diferentes marcadores de peso molecular, como el ADN del fago λ digerido con 
la enzima de restricción HindIII. La electroforesis se llevó a cabo utilizando el aparato 
Mupid-One (Advance, Japón) a 50 ó 100 V. Las bandas se visualizaron en un 
transiluminador de luz UV a 260 nm. Las imágenes se capturaron utilizando el aparato 
de captación de imágenes Gel Doc 2000 (Bio-Rad, EEUU) y analizándolas con el 
programa informático Quantity One (Bio-Rad, EEUU). 
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Soluciones empleadas  
Tampón TAE Tris-HCl 30 mM, 0,002% (v/v) EDTA 0,5 M pH 8, ácido 
acético glacial 0,00114% (v/v). Ajustar el pH a 8 
Tampón de carga Azul de bromofenol 0,25% (p/v), xileno cianol FF 
0,25% (p/v), glicerol 30% (v/v) 
 
1. 4. 7 Aislamiento del ADN de geles de agarosa 
Para recuperar el ADN de un gel de agarosa se cortó la porción de éste que 
contenía la banda de interés. El ADN se purificó mediante el kit NucleoSpin Extract 
(Macherey-Nagel, Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante. 
 
1. 4. 8 Conversión de extremos cohesivos en romos 
Si la endonucleasa origina extremos 5’ monocatenarios, éstos se pueden convertir 
en bicatenarios mediante la actividad polimerasa del fragmento Klenow de la ADN 
polimerasa I de E. coli en presencia de desoxinucleótidos trifosfatos (dNTP). Al igual que 
si tras la digestión con una determinada enzima de restricción se obtienen extremos 
cohesivos y se necesita hacerlos romos. Para ello, tras la digestión del ADN con la enzima 
adecuada en un volumen final de 20 μl, se añadió 1 μl de una solución de dNTP a una 
concentración de 1 mM y 1 unidad de la enzima Klenow. La reacción se incubó durante 
15-20 minutos a 37 ºC. Posteriormente, se inactivaron las enzimas presentes en la 
reacción calentando a 75 ºC durante 10 minutos o mediante fenolización. 
 
1. 4. 9 Ligación del ADN 
Para clonar un fragmento de ADN en un vector, los fragmentos de ADN 
previamente digeridos con la(s) enzima(s) de restricción adecuada(s), tratadas con fenol 
y precipitadas con etanol absoluto, se mezclaron en las proporciones adecuadas y se les 
añadió 1/10 del volumen final del tampón de ligación y 1 µl (1 U µl-1) de la ligasa de T4 
(Roche, Suiza; New England Biolabs, EEUU). La mezcla se incubó durante un mínimo 
de 1 hora a temperatura ambiente. Los productos de la reacción se utilizaron para 
transformar células competentes mediante los métodos descritos anteriormente. 
 
1. 4. 10 Amplificación del ADN por PCR 
Se realizó siguiendo el protocolo descrito por Saiki (1990). Los programas usados en 
cada caso siguen el siguiente esquema común: 
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1. Desnaturalización del ADN a 95 ºC durante 5 minutos. 
2. Desnaturalización del ADN a 95 ºC durante 30 segundos. 
3. Unión de los cebadores al ADN de cadena simple a la temperatura recomendada 
por el fabricante (IDT Corporation, EEUU) durante 30 segundos. 
4. Polimerización del ADN a 72 ºC, variando el tiempo de polimerización en función 
del tamaño del fragmento de ADN a amplificar y de la polimerasa que se use. 
5. Repetición del ciclo de polimerización (desde el paso 2), 35 veces más. 
6. Polimerización del ADN a 72 ºC durante 5 minutos. 
El volumen de la mezcla de reacción varió dependiendo del experimento. Como norma 
general, 20 μl de mezcla reacción contenían los cebadores adecuados a una concentración 
de 0,2 μM, dNTP a 0,2 mM, tampón de PCR 1X y 0,1 U de la enzima polimerasa. Las 
polimerasas usadas fueron: Taq polimerasa (New England Biolabs, EEUU), iTaq 
(Invitrogen, EEUU) y Velocity DNA polimerasa (Bioline, Inglaterra). 
Los cebadores utilizados para la amplificación de fragmentos de ADN para su posterior 
clonación (Tabla 2) fueron diseñados con una longitud aproximada de 20 pb.  
Los cebadores utilizados para ensayos de qPCR (Tabla 4) se diseñaron teniendo en 
cuenta que la longitud del amplicón estuviera comprendida entre 140 y 180 pb. 
En ambos casos, éstos fueron diseñados manualmente teniendo en cuenta las siguientes 
características: 
a. El porcentaje de G + C estuviera comprendido entre 55-65%  
b. La temperatura de fusión (Tm) estuviera comprendida entre 55-65 ºC. 
c. El no autopareamieno de los cebadores. 
 
Tabla 2. Cebadores utilizados en esta Tesis para amplificar fragmentos de ADN o para 
secuenciación. 
NOMBRE SECUENCIA (5´- 3´) pb 
Tm 
(ºC) 
REFERENCIA 
LacZint-R GCCTCTTCGCTATTACGCCA 20 57,3 J. M. Vinardell 
616-F AGAGTTTGATYMTGGCTCAG 20 52,1 
Juretschko et 
al., 1998 
1522-R AAGGAGGTGATCCAGCCGCA 20 61,4 
Edwards et al., 
1989 
519-R GTTTCAGCMGCCGCGGTAATW 21 60,1 
Lane et al., 
1985 
907-R CCC CGT CAA TTC ATT TGA GTT T 21 55 
Muyzer et al., 
1997 
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NOMBRE SECUENCIA (5´- 3´) pb 
Tm 
(ºC) 
REFERENCIA 
ERIC1R ATGTAAGCTCCTGGGGAT 18 52,7 
Versalonic et 
al., (1991) 
ERIC2 AAGTAAGTGACTGGGGGTGAGC 22 58,9 
Versalonic et 
al., (1991) 
glnII12-F YAAGCTCGAGTACATYTGGCT 21 55,3 
Vinuesa et al., 
2005b 
glnII689-
R 
TGCATGCCSGAGCCGTTCCA 20 64,9 
Vinuesa et al., 
2005b 
nodAext-F CGGGTACACACCACTCTCG 19 57,5 Esta Tesis 
nodAext-
R 
TCCCGTAATCGCAGTTGCTC 20 57,5 Esta Tesis 
nodC-F AYGTHGTYGAYGACGGTTC 19 54,5 
Laguerre et al., 
2001 
nodC-R CGYGACAGCCANTCKCTATTG 21 57,2 
Laguerre et al., 
2001 
cadA_214
6-F 
AAGATCGACACGGCCGTAAG 20 57,2 Esta Tesis 
cadA_214
6-R 
CGTTGATCGTCACCAGGACA 20 57,1 Esta Tesis 
cadA_28E
medic-F 
CTCGTTCGAGGCTTTCCGAT 20 57,2 Esta Tesis 
cadA_164
1Emedic-
R 
CACCAGGATCTCCACCTTCAA 21 56,6 Esta Tesis 
FGPS1490 TGCGGCTGGATCACCTCCTT 20 61,4 
Navarro et al., 
1992 
FGPL132 CCGGGTTTCCCCATTCGG 18 58,9 
Ponsonnet y 
Nesme, 1994 
nolG_252
2-F 
CACTATCGGCGGAATCGACA 20 57 Esta Tesis 
nolG_252
2-R 
GTGTGGAGCCCGTAAACAGA 20 57,2 Esta Tesis 
nolG+27F
-KpnI 
CATGGTACCATCATCGAGGGCATCTG
AGG 
29 57 Esta Tesis 
nolG+40R
-XbaI 
ATCTCTAGACGTCCGAAAGGGAAATC
TCATG 
31 57 Esta Tesis 
nolG+27F
-XhoI-
Smedic 
CATCTCGAGATCATCGAGGGCATCTG
AGG 
29 57 Esta Tesis 
nodN+39F
-KpnI 
GCTGGTACCAGCCAGGATCAGTTAGG
GAC 
29 57 Esta Tesis 
nodN+129
R- XbaI 
TCCTCTAGATTCCAATCCCATTCCCTT
GC 
29 57 Esta Tesis 
nolGsecF1
623-1642 
CATGTTTGTCGTCAGCCTGC 20 57 Esta Tesis 
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NOMBRE SECUENCIA (5´- 3´) pb 
Tm 
(ºC) 
REFERENCIA 
nolGsecF9
17-937 
TGAACGCAGAACTGACAAAGG 21 55,6 Esta Tesis 
nolGsecR
1339-1320 
GAAACACAGCGACGATGCAC 20 57,1 Esta Tesis 
nolGsecR
2054-2035 
ATGTGATCGGAGATCCGTCG 20 56,5 Esta Tesis 
 
Tabla 3. Cebadores utilizados en esta Tesis para amplificar fragmentos de ADN para la 
mutagénesis in vitro por deleción mediante PCR solapante. 
NOMBRE SECUENCIA (5´- 3´) pb Tm (ºC) REFERENCIA 
nolG-AF-
EcoRI 
CGCGAATTCCCCAACTGATG
ACTATTGTCG 
30 54 Esta Tesis 
nolG-BR TCATGCACGCGACCCCCTCAG
ATGCCCT 
20 49 Esta Tesis 
nolG-CF AGGGCATCTGAGGGGGTCGC
GTGCATGA 
28 52 Esta Tesis 
nolG-DR-
HindIII 
AGGAAGCTTTCCTGGACGGA
CATTTCCAC 
29 58 Esta Tesis 
 
1.4.11 Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restricción (RFLP) 
Esta técnica se realizó digiriendo el producto de PCR deseado con la enzima 
adecuada suministrada por Roche (Suiza) o New England Biolabs (EEUU). La digestión 
se hizo siguiendo las instrucciones del fabricante y posteriormente, para ver el perfil de 
bandas obtenido, se realizó electroforesis en gel de agarosa al 2% con una intensidad de 
100 V durante 30 minutos, parando la electroforesis cada 10 minutos para captar la 
imagen de la progresiva separación de las bandas. 
 
1. 4. 12 Mutagénesis in vitro por deleción mediante PCR solapante 
Esta técnica está basada en el método de Griffits y Long (2008), con algunas 
modificaciones. Se realizaron los siguientes pasos de amplificación por PCR: 
1.-Amplificación de fragmentos de 500 pb de longitud, de las regiones flanqueantes al 
gen que se desea mutagenizar. Para ello, se añadió en un volumen de 20 µl: 10 ng de 
ADN genómico, 0,2 µM de cada cebador (cebadores A y B para la PCR de la región 
flanqueante derecha y cebadores C y D para la PCR de la región flanqueante izquierda; 
Tabla 3); 0,2 mM de dNTP y 0,1 U de una polimerasa de alta fidelidad. Se siguió el 
esquema general descrito anteriormente para la programación del termociclador. 
2.- PCR solapante usando como ADN molde ambos productos amplificados en el paso 
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anterior. A la mezcla de 20 µl de reacción se le añadieron 2 ng de cada fragmento de 
ADN molde, 0,2 μM de los cebadores A y D; 0,2 mM de dNTPs y 0,1 U de la polimerasa. 
Esta PCR comenzó con dos ciclos en los que las temperaturas de desnaturalización y 
polimerización fueron menores que la que se establece en el esquema general. De esta 
forma se favoreció que los dos fragmentos que se usaron como ADN molde se 
mantuvieran unidos. A continuación, se dieron 35 ciclos como sigue el esquema de PCR 
que se describe anteriormente. Un esquema de este método de deleción se muestra en la 
Figura 12. 
El amplicón obtenido en este último paso, que contiene las regiones flanqueantes 
al gen delecionado, se cortó con las enzimas EcoRI y HindIII y se clonó en el plásmido 
pK18mobsacB para su posterior transformación en E. coli y conjugación con la estirpe E. 
meliloti ORT12, obteniéndose la estirpe mutada por deleción mediante doble 
recombinación y selección en medio suplementado con la concentración de sacarosa 
adecuada. 
 
 
Figura 12: Esquema de la mutagénesis in vitro por deleción mediante PCR solapante. 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
68 
 
1. 4. 13 Hibridación ADN:ADN, (Southern blot) 
Se empleó un sistema no radiactivo que se basa en el marcaje al azar de ADN 
con digoxigenina-UTP y la detección de los híbridos ADN:ADN-digoxigenina 
mediante enzimoinmunoensayo. Para esta detección se utilizó un anticuerpo conjugado 
(antidigoxigenina conjugado con la enzima fosfatasa alcalina). El resultado de la 
hibridación se obtuvo por reacción colorimétrica en el mismo filtro de hibridación. 
 
Transferencia del ADN a filtros de nylon 
 
Una vez realizada la electroforesis en gel de agarosa, los fragmentos de ADN, 
junto con el marcador de peso molecular marcado con digoxigenina (Roche, Suiza), se 
transfirieron a filtros de nylon (Southern, 1975) Hybond-N (Amersham Biosciences, 
Inglaterra). Para ello, el gel, inmediatamente después de la electroforesis, se sumergió 
en HCl 0,25 M durante 20 minutos con agitación suave. Posteriormente, se lavó con 
agua destilada y se mantuvo en una solución de desnaturalización durante 30 minutos 
en agitación. La transferencia del ADN a los filtros se realizó por presión durante 
aproximadamente 15 horas en presencia del tampón de transferencia alcalino. 
Transcurrido ese tiempo, el filtro se lavó en SSC 2X durante 5 minutos. Finalmente, el 
ADN se fijó al filtro por exposición a la luz ultravioleta durante 2,5 minutos. 
 
Soluciones empleadas  
SSC 20X NaCl 2,1 M, citrato de sodio 0,3 M. Ajustar el pH a 7 
Solución de desnaturalización NaCl 1,5 M, NaOH 0,5 M 
Tampón de transferencia 
alcalino 
NaCl 1,5 M, NaOH 0,25 M 
 
Marcaje de la sonda 
 
El marcaje de la sonda se realizó mediante una PCR en la que se añadió a la 
mezcla normal de PCR, 1 μl de dNTP 10X que contiene UTP marcado con digoxigenina. 
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Hibridación de la sonda al ADN del filtro 
 
Al filtro de nylon se le añadió la solución de prehibridación (entre 1 y 10 ml, 
dependiendo del tamaño del filtro), que contenía esperma de salmón (100 µg ml-1) 
previamente desnaturalizado por calor (95 ºC durante 10 minutos y 5 minutos en hielo). 
El filtro se prehibridó con esta solución incubándolo de 2 a 6 horas a 42 ºC (en 
condiciones de homología entre la sonda y la muestra a hibridar). Transcurrido este 
tiempo, se retiró la solución de prehibridación y se añadió la sonda, previamente 
desnaturalizada por calor (95 ºC durante 10 minutos y 5 minutos en hielo) y diluída en 
2,5 ml de solución de prehibridación. El filtro se incubó con esta nueva solución 
durante toda la noche a 42 ºC. Transcurrido este tiempo, se procedió a lavar el filtro. Se 
lavó dos veces con una solución de SSC 2X, SDS 0,1% durante 5 minutos a temperatura 
ambiente. A continuación, se lavó otras dos veces con SSC 1X, SDS 0,1% durante 5 
minutos a temperatura ambiente y, por último, se realizaron dos lavados más con SSC 
0,1X, SDS 0,1% durante 15 minutos a 68 ºC. 
 
Soluciones empleadas  
SSC 20X NaCl 2,1 M, citrato de sodio 0,3 M. Ajustar el pH a 7 
SDS 20%a SDS 200 g l-1 
Solución de 
prehibridaciónb 
100 ml SSC 20X (v/v); 0,4 ml SDS 20% (p/v); 100 ml 
agua Milli-Q; 20 g de reactivo de bloqueo (Roche); 0,4 g 
N-laurilsarcosina 
a Calentar 800 ml de agua destilada, añadir el SDS, ajustar el pH a 7,2 y enrasar a 1 l con agua 
destilada. 
b Disolver el reactivo de bloqueo con agitación magnética y calor y añadir el mismo volumen de 
formamida desionizada. Se almacena a -20 ºC. 
 
Detección inmunológica 
 
Después de realizar los lavados, el filtro se incubó durante 5 minutos en 100 ml 
de tampón 1 a temperatura ambiente y en agitación, para eliminar los restos de SDS. 
Posteriormente, los filtros se introdujeron en bolsas de hibridación junto con 10 ml de 
tampón 2 y se incubaron durante 90 minutos a temperatura ambiente con agitación 
suave. A continuación, se retiró el tampón 2 y se cambió por una nueva solución de 
tampón 2 que contenía el anticuerpo antidigoxigenina en una proporción de 1:5000 
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(v/v). El filtro se incubó en esta solución durante 45 minutos a temperatura ambiente 
con agitación suave. Para eliminar el anticuerpo no fijado, el filtro se extrajo de las bolsas 
y se lavó dos veces durante 15 minutos en 100 ml de tampón 1 a temperatura ambiente 
con agitación. Finalmente, el filtro se equilibró en 50 ml de tampón 3 durante 5 minutos. 
Para visualizar el resultado se usó un método colorimétrico que consiste en introducir 
los filtros en bolsas de hibridación herméticamente selladas junto con una solución de 
revelado. Las bolsas se incubaron a temperatura ambiente y en oscuridad hasta que el 
resultado de la hibridación fuera claramente visible. Posteriormente los filtros fueron 
lavados con agua destilada y se secaron al aire. 
Soluciones empleadas  
Tampón 1 Tris-HCl 100 mM pH 8 y NaCl 150 mM 
Tampón 2 Reactivo de bloqueo al 2% (p/v) disuelto en tampón 1 
Tampón 3 Tris-HCl 80 mM pH 9,5; NaCl 100 mM y MgCl2 50 mM 
Solución de revelado 66 µl de solución NBT (75 mg ml-1 de nitroazul tetrazolio 
en dimetilformamida al 70%), 66 µl de solución BCIP (50 
mg ml-1 de 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato en 
dimetilformamida al 100%) en 10 ml de tampón 3 
* Disolver el reactivo de bloqueo con agitación magnética y calor. Almacenar a 4 ºC. 
 
1. 4. 14 Secuenciación del ADN 
La secuenciación del ADN se llevó a cabo en los servicios de secuenciación de la 
empresa STAB VIDA (Portugal). 
 
1. 4. 15 Análisis informático de secuencias de ADN y construcción de árboles 
filogenéticos 
La homología de las secuencias se realizó utilizando el algoritmo BLAST 
(Altschul y col., 1990). Este algoritmo de búsqueda utiliza una secuencia de fragmentos 
cortos de la secuencia analizada para encontrar secuencias homólogas entre bases de 
datos de ADN. Se empleó la interfase disponible en el NCBI (National Centre for 
Biotechnology Information) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast. Las secuencias del 
gen ARNr 16S se analizaron en la base de datos Ez-Taxon 
(http://www.ezbiocloud.net/eztaxon). 
Los alineamientos de las secuencias obtenidas con las secuencias a comparar, se hicieron 
con el programa Clustal X (Thompson et al., 1997). Los análisis filogenéticos y de 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
71 
 
evolución molecular se hicieron usando el programa MEGA versión 4 (Tamura et al., 
2007); con tres algoritmos diferentes para realizar el árbol, máximum-likelihood, 
(Felsenstein, 1981), maximum-parsimony (Kluge y Farris, 1969) y neighbour-joining 
(Saitou y Nei, 1987). 
 
1.4.16 RT- qPCR (Reverse transcription quantitative real-time PCR) 
 
1.4.16.1 Comprobación de la integridad del ARN 
Previamente al uso del ARN para la síntesis del ADNC, se comprobó su 
integridad. Para ello, se mezclaron 2 µl de ARN, 1 µl de H2O y 3 µl de tampón de carga 
con bromuro de etidio. Esta mezcla se incubó 10 minutos a 65 ºC y después se mantuvo 
5 minutos en hielo. Posteriormente se cargó en un gel de agarosa al 1,4% (p/v) y se corrió 
una electroforesis durante 15 minutos a 120 V. 
 
1.4.16.2 Síntesis de ADNc para RT-qPCR 
La síntesis de ADNc para RT-qPCR se realizó desde las muestras de ARN total 
siguiendo el protocolo que se describe a continuación: 
1. Se mezclaron 1 μg de ARN total, 1 μl de una solución conteniendo 100 ng μl-1 de una 
mezcla de cebadores (Random Primers, Roche), 1 μl de una mezcla 10 mM de dNTP y 
se completó el volumen hasta 12 μl con agua MilliQ. 
2. La muestra fue incubada a 65 ºC durante 5 minutos y transferida inmediatamente a 
hielo. 
3. Se añadieron 5 μl de tampón de síntesis 5x (First-strand, Invitrogen), 2 μl de 0,1 M DTT 
y 1 μl de inhibidor de ARNasa (40 U μl-1, Protector RNAse inhibitor. Roche) 
4. La mezcla se incubó a 25 ºC durante 2 minutos, se añadió 1 μl de reverso transcriptasa 
(Superscript II reverse transcriptase, 200 U μl-1, Invitrogen) y se incubó a 25 ºC durante 
10 minutos para la unión de los cebadores y, posteriormente, 50 minutos a 42 ºC para la 
síntesis de ADNc. 
5. Finalmente para inactivar la enzima y parar la reacción se sometió a la mezcla a 65 ºC 
durante 10 minutos. 
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1.4.16.3 Reacción de amplificación para la cuantificación de la expresión génica relativa. 
RT- qPCR 
La amplificación de los fragmentos de ADNc para la cuantificación de los niveles 
de ARN mensajero se realizó utilizando iQ Supermix ADN polimerasa de BioRad. Las 
reacciones de amplificación se realizaron en un termociclador IQ de BIORAD. La mezcla 
para la reacción contenía: 1µl de ADNc, 0,5 μl de los cebadores específicos del gen a 
estudiar a una concentración de 10 µM, 12,5 µl de iQ Supermix y 10 µl de agua MilliQ. 
El programa estándar de amplificación consistió en un ciclo de desnaturalización inicial 
a 95 ºC durante 3 minutos, precedido de 35 ciclos de amplificación y cuantificación de 30 
segundos a 95 ºC, 45 segundos a 55 ºC y 45 segundos a 72 ºC. A continuación, se llevaron 
a cabo 1 ciclo de 1 minuto a 95 ºC, otro ciclo de 1 minuto a 70 ºC y 90 ciclos de 10 segundos 
a 55 ºC. Terminada la reacción se realizó un análisis de la curva de Melting o curva de 
fusión para la determinación de la formación de productos específicos. En la tabla 4. se 
muestran los cebadores utilizados en RT-qPCR en esta Tesis. 
 
Tabla 4. Cebadores empleados en RT-qPCR.rward Primer (5’ to 3’) Reverse Primer (5’  
CEBADOR SECUENCIA pb Tm (ºC) Referencia 
rRNASm-F TCTACGGAATAACGCAGG 18 54 Esta Tesis 
rRNAa-Ret-R GTGTCTCAGTCCCAATGT 18 54 Esta Tesis 
qnodA-F CGGTGCTTTGACTCCAAC 18 56 Esta Tesis 
qnodA-R TTCACCTCTGCGATGCTC 18 56 Esta Tesis 
qnolG-F2 CACAGCAGTCAAAGGAGG 18 56 Esta Tesis 
qnolG-R2 ATCCGACCACTTCCGAAC 18 56 Esta Tesis 
qnodN ORT12F TTCAGCGGTATGCCGAAG 18 56 Esta Tesis 
qnodN ORT12R CAACCGTCACGTTGTAGG 18 56 Esta Tesis 
 
1. 5 Métodos utilizados en el estudio de las bacterias 
 
1.5.1 Medida de la actividad -galactosidasa 
Se realizaron ensayos de actividad β-galactosidasa (-gal) para cuantificar la 
actividad de diversos genes en estudio. Para ello se empleó el método desarrollado por 
Miller (1972). Brevemente, a partir de cultivos bacterianos en fase exponencial se 
reinocularon tubos con 3 ml de YM líquido (suplementado con flavonoides cuando fue 
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necesario) que se dejaron crecer hasta alcanzar una D.O. 660 nm de 0,2-0,3 (inicio de la 
fase exponencial). Se tomaron muestras de 200 l de estos cultivos que se mezclaron con 
800 l de tampón Z, 20 l de cloroformo y 10 l de SDS al 0,1% (p/v). La mezcla se agitó 
vigorosamente durante 15 segundos para favorecer la lisis celular. A continuación se 
añadieron 200 l de ONPG (4 mg ml-1 en tampón Z) y se dejó incubando a 28 ºC hasta 
que la mezcla adquiriese un tono amarillo. En este momento la reacción se detuvo 
añadiendo 500 L de Na2CO3 1 M y se midió la D.O. 420 nm. 
La actividad -galactosidasa en unidades Miller se calculó mediante la siguiente 
fórmula: 
                      U (Miller) =              1000 x DO420  
                                            DO660 x t (min) x V células (ml) 
 
donde t es el tiempo transcurrido desde la adición de ONPG hasta que se detuvo 
la reacción. 
 
Tampón Z 
Na2HPO4· H2O 16,68 g 
NaH2PO4· H2O 6,24 g 
KCl 0,75 g 
MgSO4· 7H2O 0,25 g 
H2O destilada Completar hasta 1l 
El pH del tampón se ajustó a 7,0. 
 
1.5.2 Estudio de los lipopolisacáridos (LPS) 
  
Extracción de los LPS 
 
Se siguió el método descrito por Köplin et al. (1993). Tubos con 3 ml de TY fueron 
inoculados con las estirpes en estudio y se dejaron crecer en agitación a 28 ºC durante 
tres días (fase estacionaria). Se tomaron 1,5 ml de estos cultivos y se centrifugaron a 8000 
rpm durante 5 minutos. Los sobrenadantes fueron extraídos con una pipeta y se 
desecharon. Los sedimentos que contienen las células fueron resuspendidos en 1 ml de 
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NaCl al 0,9%; se centrifugaron de nuevo a 8000 rpm durante 5 minutos y se lavaron tres 
veces con NaCl 0,9%. En el último lavado se eliminaron cuidadosamente los restos de 
NaCl y las células se lisaron añadiendo 125 µl de tampón I, agitándolas vigorosamente 
e hirviéndolas durante 6 minutos. Transcurrido este tiempo, se dejaron enfriar las 
muestras, se les añadió 875 l de tampón II y se trataron con 3 l de ARNasa (10 mg ml-
1) y 10 l de ADNasa (1 mg ml-1), dejándolas incubar durante 4 horas a 37 ºC. 
Posteriormente, se trataron con 10 l de proteinasa K (10 g ml-1) dos veces, incubándolas 
a 37 ºC durante 24 horas en cada tratamiento. A las muestras, con las células ya lisadas, 
se les añadió tampón de resuspensión en proporción 1:1, se mezclaron bien y se hirvieron 
durante 6 minutos. Posteriormente se centrifugaron a 13000 rpm durante 7 minutos y se 
tomaron 600 l del sobrenadante. Las muestras finales se almacenaron a –20 ºC. 
 
Soluciones empleadas  
Tampón I (LPS) Tris-HCl 60 mM, SDS 2%, EDTA 1 mM pH 6,8 
Tampón II (LPS) Tris-HCl 60 mM, EDTA 1 mM pH 6,8 
Tampón de resuspensión (LPS) 5,9 ml de tampón I; 4 ml de glicerol; 0,8 ml de -
mercaptoetanol; azul de bromofenol al 0,05% (p/v) 
 
  Electroforesis de LPS (SDS-PAGE) 
 
La electroforesis de los LPS se realizó en un gel de poliacrilamida 
unidireccional, en el tanque MiniProteanTM II (BIO-RAD, CA) a 200 V durante 45-60 
minutos.  
 
Tinción de los LPS 
 
Los geles se sumergieron en solución de fijación durante al menos 3 horas en 
agitación. Transcurrido ese tiempo se cambió la solución de fijación por otra de 
oxidación y se dejó en agitación durante 10 minutos y oscuridad. Posteriormente se 
hicieron 5 lavados con agua destilada de 5 minutos y se tiñeron con solución de tinción 
durante 30 minutos en oscuridad total. Tras un par de lavados breves con abundante 
agua destilada, los geles se revelaron con solución de revelado. La reacción se detuvo 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
75 
 
lavando los geles con agua destilada cuando se distinguieron con claridad las bandas 
correspondientes a los LPS. 
 
Soluciones empleadas  
Solución de fijación* Etanol 50% (v/v), ácido acético glaciar 12,5% (v/v) 
Solución de oxidación* Solución de fijación con NaIO4 al 0,7% (p/v) 
Solución de tinción* AgNO3 0,1% (p/v) 
Solución de revelado* Na2CO3 3% (p/v); 35 l/100 ml de formaldehído 35%. 
*Las soluciones se completaron con agua tipo MilliQ. 
 
1.5.3 Producción de Ácido Indol Acético (AIA) 
Se realizó según el método descrito por Patten y Glick, (2002). Se estudió la 
producción de ácido indol acético (AIA) creciendo las bacterias en medio YM 
suplementado con triptófano (1 g l-1). El ensayo se realizó en placas de multipocillos 
utilizando el reactivo de Salkowski. En cada pocillo se pusieron 100 μl de reactivo de 
Salkowski y 100 μl del sobrenadante del cultivo en fase estacionaria de cada uno de los 
aislamientos, asegurándonos de mezclar bien. Se dejó desarrollar la reacción (unos 30 
minutos aproximadamente) hasta la aparición del color. Posteriormente, se midió la D.O. 
535 nm. En paralelo se realizó una recta de calibrado con concentraciones conocidas de 
AIA, lo que permitió cuantificar el AIA producido por estas bacterias.  
 
Soluciones empleadas  
Reactivo Salkowski (Bric et al., 
1991) 
H2SO4 al 98% 150 ml, H2O destilada.250 ml, FeCl3 0,5 M 
7,5 ml 
Esperar a que la reacción del ácido y el agua se enfrié antes de añadir el cloruro férrico. Conservar 
a 4 ºC. 
 
1.5.4. Solubilización de fosfatos 
Se empleó el método descrito por Shekhar, (1999). Se obtuvieron cultivos de cada 
aislamiento en medio YM a D.O. 600 nm igual a 1 y se dispusieron gotas de 10 µl de esos 
cultivos sobre placas de medio NBRIP, conteniendo fosfato tricálcico como fuente de 
fósforo.  Las placas se incubaron durante 10 días a 28 ºC y posteriormente se midió el 
diámetro formado por el halo de solubilización. Así se pudo comparar la capacidad 
solubilizadora de los distintos aislamientos 
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1.5.5 Obtención de autoinductores (AI) de los sobrenadantes de cultivos bacterianos  
Para la obtención de AI de los sobranadantes de cultivos bacterianos, las bacterias 
en estudio se crecieron en 5 ml de medio YM o TY, a 28 ºC, en agitación durante el tiempo 
adecuado y, tras ello, se centrifugaron los cultivos y se tomaron los sobrenadantes para 
posteriores ensayos.  
 
1.5.6 Ensayos de detección de AI  
Para la detección de AI producidos por las tres estirpes bacterianas se llevaron a 
cabo ensayos de difusión en placa de Petri usando al biosensor A. tumefaciens 
NT1(pZRL4) tal y como se describe por Cha et al. (1998). El método consistió en colocar 
cilindros metálicos de 0,8 cm de diámetro por 1 cm de altura previamente esterilizados 
en placas de Petri sobre las que se dejó solidificar medio YM con agar. Acto seguido se 
añadió a cada placa 4 ml de agar de cobertera con 400 µl de cultivo crecido hasta fase 
estacionaria del biosensor A. tumefaciens NT1 (pZRL4) y 40 µl de X-Gal (20 mg/mL). 
Después de solidificarse se retiraron los cilindros metálicos y en cada pocillo se 
añadieron aproximadamente 200 µl de los sobrenadantes bacterianos obtenidos 
previamente. Las placas se incubaron 48 horas a 28 ºC. 
 
1.5.7 Tolerancia a metales pesados de las bacterias aisladas 
 
1.5.7.1 Método del parche 
Se emplearon placas de TY con las siguientes formas de metales: Na2HAsO4· 
7H2O, CoCl2, K2Cr2O7, CsCl, CuSO4· 5H2O, NiCl2, ZnSO4· 7H2O, CdCl2, como se explicó 
anteriormente. A continuación, se inocularon gotas de 10 μl de cultivos al final de la  fase 
logarítmica de las bacterias diluidos 10 veces, hasta una D.O. de 0,1. Las placas se 
incubaron durante 5-7 días a 28º C, estableciendo la concentración mínima inhibitoria 
(CMI) como la más baja a la cual no se producía crecimiento de las estirpes.  
 
1.5.7.2 Método de difusión en disco 
La resistencia a metales pesados se analizó también mediante el método de 
difusión en disco de Kirby-Bauer (Bauer et al., 1966). Para ello, se inoculó un cultivo 
bacteriano en profundidad en placas de medio TY mezclando 2 ml de cultivo (D.O. 600 
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nm ~ 0,6) con 25 ml de medio TY (1% agar) templado. Una vez solidificado el medio, se 
dispusieron sobre el mismo, discos de papel de filtro de 6 mm de diámetro a los que se 
añadieron 5 μl de diferentes concentraciones de NiCl2, CoCl2, CuSO4, ZnSO4 y CdCl2. 
Las placas se incubaron a 28º C durante 2 días y se midieron los diámetros (mm) de las 
zonas de inhibición alrededor de cada disco. 
 
1.5.8 Electroforesis de plásmidos de alto peso molecular 
Se siguió el método descrito por Eckhardt (1978). Cultivos de rizobios en fase 
logarítmica (D.O. 480 nm ~ 0,2 - 0,3) crecidas en medio TY se centrifugaron a 8000 rpm 
durante 4 minutos. Tras descartar el sobrenadante, el sedimento se lavó con tampón TBE 
1X y se resuspendió en 25 l de tampón de carga. Las muestras se cargaron en un gel de 
agarosa al 0,5% (p/v) en TBE 1X en el que se había preparado una “piscina” de agarosa 
al 0,4% (p/v) con SDS al 15% (p/v) en la parte posterior de los pocillos que queda 
próxima al polo negativo (ánodo) del tanque. Esto permitió la lisis in situ de las bacterias 
durante la electroforesis, que se desarrolló durante 30 minutos a 20 V, seguida de 4 horas 
a 100 V. 
Los geles de agarosa se tiñeron con una solución de bromuro de etidio (1 mg ml-1) y 
los plásmidos teñidos se observaron en un transiluminador de luz UV260nm. A 
continuación, se capturaron las imágenes de los plásmidos utilizando el aparato de 
captación de imágenes Gel Doc 2000 (Bio-Rad, EEUU) y analizándolas con el programa 
informático Quantity One (Bio-Rad, EEUU). 
 
Soluciones empleadas  
Tampón TBE 1X Trizma base 90 mM, ácido bórico 90 mM, EDTA 2 mM 
Tampón de carga 
(Eckhardt) 
475 l  de Tris-Ficoll [Ficoll al 12,5% (p/v) en Tris-HCl 25 
mM], 100 l de lisozima* [2,5 mg/100 l de H2O 
bidestilada], 25 l de ARNasa [400 g ml-1 en Tris-HCl 10 
mM, pH 7,5], 25 l de azul de bromofenol [0,55% (p/v) en 
Tris-Ficoll] 
* Se prepara en el acto. 
 
1.5.9 Curvas de crecimiento 
Las curvas de crecimiento se determinaron en tubos de vidrio con 3 ml de medio 
TY o Bromfield con antibióticos en caso de que estirpe portara algún plásmido, y con la 
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concentración adecuada de CdCl2, ZnSO4 o luteolina cuando fue necesario. Se partió de 
una densidad celular inicial de 5 × 107 células ml-1, diluyendo de un preinóculo de TY 
crecido con antibióticos hasta D.O. 600 nm = 1. La turbidez de los cultivos se determinó 
a intervalos regulares de tiempo en un espectofotómetro a una D.O. 600 nm. 
 
1.5.10 Ensayos de movilidad de tipo swimming 
Las cepas de E. meliloti y E. medicae se crecieron en agitación a 28 ºC en medio TY 
líquido hasta una D.O. 600 nm de 0,9 -1. Se prepararon placas Petri con 25 ml de medio 
Bromfield 0,3% de agar, suplementado o no con luteolina (1 µg ml-1) dependiendo del 
experimento. Éstas se solidificaron a temperatura ambiente tapadas durante al menos 
dos horas. Se colocaron alícuotas de 3 μl del cultivo introduciendo la punta de pipeta 
hasta aproximadamente en la mitad del grosor del medio de cultivo que contiene la 
placa. Tras la colocación de las gotas, las placas se rodearon de parafilm y se incubaron 
boca abajo durante 6 días. 
Para facilitar la comparación de la movilidad swimming de los mutantes construidos con 
respecto a la cepa parental, se procedió a medir el diámetro del halo de dispersión de la 
colonia a los 6 días de incubación y se calculó la media.  Los resultados obtenidos de un 
mínimo de tres experimentos independientes (con al menos 3 réplicas técnicas), se les 
aplicó la desviación estándar. 
 
2. Materiales y métodos utilizados para los estudios con plantas 
Los estudios con plantas cuyos resultados se muestran en esta Tesis se realizaron 
en colaboración con la Dra. María Camacho Martínez-Vara de Rey y el Dr. Francisco 
Temprano Vera (IFAPA, Junta de Andalucía) Sevilla, investigadores ambos, del 
proyecto dentro del cual se realiza esta Tesis. 
 
2. 1 Plantas 
Las plantas empleadas en esta Tesis están recogidas en la Tabla 5. 
Tabla 5. Plantas utilizadas en esta Tesis. 
ESPECIE 
Medicago sativa variedad Aragón 
Medicago marina 
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ESPECIE 
Medicago truncatula 
Medicago polymorpha 
Medicago murex 
Medicago minima 
Medicago orbicularis 
 
2.2 Aislamientos de las bacterias de los nódulos 
Los nódulos se separaron de las raíces y se desinfectaron mediante un 
tratamiento con hipoclorito al 6% durante 5 minutos. A continuación, se enjuagaron 
abundantemente con agua destilada y se rodaron en cajas de medio YM rojo congo 25 
ppm, para comprobar que la superficie del nódulo no presentaba bacterias. 
Posteriormente, los nódulos se machacaron en condiciones asépticas mediante el uso de 
una espátula estéril y su contenido se sembró en placas de YM rojo congo 25 ppm, para 
obtener colonias aisladas. Una vez crecidas, las colonias con distinta morfología se 
sembraron en placas independientes para aislarlas o comprobar su capacidad de 
crecimiento con distintos antibióticos. 
 
2. 3 Soluciones nutritivas para las plantas 
Para el crecimiento de las plantas se utilizó la solución de Rigaud y Puppo 
carente de nitrógeno combinado. 
Solución Rigaud-Puppo (Rigaud y Puppo, 1975) 
CaCl2·  2H2O 0,1 g 
MgSO4· 7H2O 0,2 g 
KH2PO4 0,2 g 
K2SO4  0,2 g 
Quelantes de hierro (Sandofer) 0,2 g 
Solución de Gibson* 1 ml 
H2O destilada Completar hasta 1 l 
Añadir primero la solución de Gibson y después añadir uno a uno el resto de componentes 
esperando siempre a que se disuelva antes de añadir el siguiente. El pH del medio se ajustó a 6,5 
-7,0 con KOH y posteriormente se esterilizó en el autoclave durante 20 minutos a una atmósfera 
de sobrepresión (121ºC). 
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2. 4 Desinfección y germinación de semillas 
Las semillas de M. sativa (cv. Aragón) se desinfectaron mediante un tratamiento 
con etanol de 96º durante 30 segundos, seguido de otro con hipoclorito sódico al 6% 
durante 15 minutos. Tras ello, las semillas se lavaron siete veces con abundante agua 
destilada estéril hasta que el agua de lavado alcanzó un pH de 7. Las semillas 
desinfectadas se colocaron en placas de Petri que contenían agar-agua [1% (p/v)] y se 
incubaron en oscuridad y a 28 ºC hasta su germinación. 
Las semillas de las demás especies de Medicago estudiadas se desinfectaron de forma 
similar con la única diferencia de que no se les hizo el lavado inicial con etanol de 96º y 
que el tiempo que se mantuvieron el hipoclorito de sodio al 6% fue de 6 minutos. 
 
2. 5 Ensayos de eficiencia 
Los ensayos de eficiencia que se realizaron para analizar las propiedades 
simbióticas de las estirpes se inocularon y cultivaron de la siguiente forma. Una sola 
plántula se transfirió a cada tubo que contenía Rigaud y Puppo 0,5X solidificado con 
agar al 0,7%. Las estirpes se cultivaron en medio YM durante 48 horas, y se inocularon 
100 μl del cultivo por tubo, con el objetivo de que finalmente hubiera aproximadamente 
108 células semilla-1. Este ensayo se llevó a cabo en cámara de plantas con un fotoperiodo 
de 12 horas de luz (con intensidad de 400 μE m-2 s-1) y 12 horas de oscuridad a, 24 ºC y 
18 ºC, respectivamente. Se mantuvieron en la cámara de plantas durante 8 semanas. 
Pasado este tiempo se determinó el número y peso seco de los nódulos y el peso seco de 
la parte aérea. 
Los análisis estadísticos de los resultados fueron realizados con el programa 
Statistix for Windows Analytical software, usando el test adecuado. 
Solución de micronutrientes de Gibson* 
H3BO3 2,86 g 
MnSO4H2O 2,08 g 
ZnSO4· 7H2O 0,22 g 
CuSO4· 5H2O 0,08 g 
Na2MoO4 0,13 g 
H2O destilada Completar hasta 1 l 
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Secado de nódulos y parte aérea de la planta   
 
Tanto la parte aérea de las plantas como los nódulos se secaron en una estufa 
para desecación (J.P. Selecta) a 80 ºC durante 48 horas con el flujo de aire abierto. 
Transcurrido ese tiempo se dejaron otras 24 horas con el horno apagado y el flujo de aire 
cerrado y finalmente se pesaron.  
 
2.6 Ensayos de competitividad mediante detección del plásmido pGUS3, en 
plantas de alfalfa 
El cultivo de plantas se llevó a cabo según la técnica descrita por Olivares et al. 
(1980). Para ello, se utilizaron tubos de vidrio (2 x 20 cm) en los que se añadieron 10 ml 
de solución nutritiva de plantas Rigaud y Puppo y se le colocó una tira de papel de filtro 
de forma vertical a lo largo de tubo. Los tubos preparados se autoclavaron a 121 ºC 
durante 20 minutos. En cada tubo se colocó una semilla de alfalfa germinada y se 
mantuvieron durante 48 horas a temperatura ambiente y en oscuridad. Pasado este 
tiempo, la parte inferior de los tubos se envolvió en papel opaco para evitar la incidencia 
de la luz sobre las raíces y se pasaron a la cámara de cultivo de plantas donde estuvieron 
7 días con una emisión de intensidad lumínica de 500 μE x m-2 x s-1 (λ = 400 – 700 nm), 
fotoperiodo 16/8 horas luz/oscuridad, temperatura de 24/18 ºC - día/noche y humedad 
relativa de un 50%.  
La determinación del número de nódulos que una cepa es capaz de formar en presencia 
de otra se hizo utilizando cepas marcadas con el gen informador gusA (β-glucuronidasa). 
Pasados esos 7 días, cada planta fue inoculada con 1 ml de una suspensión de 1 x 106 
células ml-1 que contenía en proporción 1:1 una mezcla de la cepa silvestre o la cepa de 
estudio, con la cepa silvestre marcada con el plásmido pGUS3. Una vez inoculados, se 
llevaron de nuevo a la cámara de plantas. 15 días después de la inoculación se cortaron 
las raíces, se aclararon con agua destilada entre 10 – 15 minutos y se mantuvieron 
sumergidas en 5 ml de una solución de X-Gluc, Thermo Scientific, (21 mg 40 ml-1) en 
tampón fosfato sódico 50 mM pH 7 y SDS al 1%, durante 20 - 22 horas a 37 ºC en 
oscuridad. Pasado este tiempo, los nódulos que contenían la cepa silvestre marcada con 
pGUS3 o estaban ocupados por ambas cepas aparecieron teñidos de azul, mientras que 
aquellos ocupados exclusivamente por la cepa de interés permanecieron blancos. Se 
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pudo establecer así la relación entre la capacidad de ocupación de los nódulos de la cepa 
de estudio y su parental. 
 
Soluciones empleadas  
Tampón fosfato sódico Na2HPO4 (100 mM) 14,4 ml; NaH2PO4 (100 mM) 10,6 ml; 
SDS 10% 5 ml; H2O 25 ml; X-Gluc 26,25 mg 
 
2.7 Ensayos de cinética de nodulación en plantas de alfalfa 
Para cada tratamiento y repetición, se utilizaron 4 bolsas de crecimiento (seed-
pack growth pouches) de Northrup King Co. (USA) a las que se añadió 12 ml de agua 
destilada. Cada grupo de 12 se envolvió con papel de aluminio y se esterilizó en 
autoclave a 120 ºC durante 15 min. Una vez frías, las bolsas se dispusieron en una 
gradilla especial (Northrup King Co., USA) que evitó que las bolsas se tocasen unas con 
otras, colocando 2 bolsas en cada extremo como protección frente a luz extrema y 
corrientes de aire.  
Se esterilizaron las semillas de alfalfa (apartado 2.4) y se colocaron en condiciones 
asépticas en las bolsas de crecimiento (6 semillas/bolsa). A continuación, se inocularon 
con las distintas cepas de rizobios a razón de 200 µl semilla-1 de un cultivo previamente 
crecido a 108 rizobios ml-1. 
Las gradillas se colocaron en bandejas de plástico que contenían 1 l de agua 
destilada estéril, se taparon con film transparente, para evitar la deshidratación, y se 
mantuvieron en cámara de crecimiento (Sanyo Electric Co., Japan) a 15-25 ºC, 80% de 
humedad relativa, con un ciclo de luz- oscuridad de 12 h (4 LS) durante 30 días. El film 
transparente se retiró el cuarto o el quinto día, dependiendo del crecimiento de los tallos. 
Cada 7 días se añadieron 10 ml por bolsa de solución nutritiva de plantas Rigaud y 
Puppo y con una frecuencia de 2-3 días se observaron las raíces bajo lupa, para 
determinar el número de nódulos que iban apareciendo. 
 
2.8 Ensayos de adhesión-colonización en plantas de alfalfa 
El cultivo de plantas de alfalfa se realizó según el método de Olivares et al. (1980). 
previamente descrita en el apartado 2.7, modificada en i) se pusieron 5 semillas tubo-1 y 
ii) las plantas se inocularon a los 4 días de su colocación en los tubos con una suspensión 
de 106 células ml-1 de cada bacteria a testar. Se determinó el número de bacterias 
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adheridas a las raíces a diferentes tiempos: 0 (2 horas), 1, 2 y 3 días, siguiendo la 
metodología descrita en Jiménez-Zurdo et al. (1997), bien sonicando en un baño de 
ultrasonidos o bien rompiendo mecánicamente la raíz para separar las bacterias 
adheridas a la misma. Se analizaron un total de 15 plantas/tratamiento/tiempo (plantas 
correspondientes a 3 tubos). Las raíces de 5 plantas de cada tubo se lavaron juntas 3 veces 
con agua desionizada estéril y se introdujeron en un eppendorf de 2 ml conteniendo 1ml 
de tampón TE pH 8. Posteriormente, se procedió a la liberación de las bacterias 
íntimamente asociadas a la raíz mediante sonicación (2 x 1 minuto) en un baño de 
ultrasonido. Las bacterias liberadas se cuantificaron mediante recuento en placa de las 
colonias aparecidas tras sembrar diluciones seriadas del tampón en placas de MM con 
los antibióticos adecuados dependiendo de la estirpe. Los valores obtenidos se 
expresaron en UFC (unidades formadoras de colonias) por gramos de peso fresco de la 
raíz. 
 
Solución empleada  
TE Tris HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8 
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Capítulo 1 
 
Caracterización de rizobios aislados de nódulos 
de leguminosas que se desarrollan en suelos 
sometidos a estrés abiótico del Paraje Natural 
Marismas del Odiel y del Paisaje Protegido de Río 
Tinto  
 
Zonas de muestreo 
 
Se escogieron cuatro zonas de muestreo del Paraje Natural Marismas del Odiel y 
del Paisaje Protegido de Río Tinto muy diferentes entre sí, tanto por su historia como 
por las propiedades de sus suelos. Estas zonas y los puntos aproximados de muestreo se 
muestran en la Figura 1 y se describen a continuación 
 
 Zona 2-1 “Arenal seco” y Zona 2-3 “Arenal inundado”. 
Ambas se corresponden con la zona más cercana al océano Atlántico, denominada 
Cabeza Alta, en el dique de Juan Carlos I. Estas zonas tienen influencias marina y del 
estuario conjunto de los ríos Tinto y Odiel. Se encuentran, aproximadamente, en la 
zona 5 del mapa (Figuras 13 y 14). 
 
 Zona 3-1 “No recuperada” y Zona 3-2 “Recuperada”.  
Se encuentran en la misma área del Paraje Natural Marismas del Odiel, denominada 
Llanos de Bacuta (puntos 3 y 4 del mapa, Figura 1). En estas áreas, años atrás, se 
llevaron a cabo vertidos de lodos y sedimentos del río tras el dragado del Canal del 
Padre Santo, realizados para facilitar la entrada de barcos de mayor calado al Puerto 
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de Huelva. La zona “No recuperada” no ha sufrido ningún tratamiento desde 
entonces y quedó como zona testigo (zona con forma de riñón en la Figura 15 A) 
rodeada de una zona que fue sometida a tratamiento de recuperación. 
 
Esta recuperación, consistió en la mejora de suelos mediante enmiendas calizas 
y orgánicas y posterior repoblación forestal con especies autóctonas, con diseño de 
estructuras en mosaico por agregados. Para la mejora del sustrato se dieron diversas 
labores en profundidad con enmiendas calizas y orgánicas para paliar y corregir el pH, 
la concentración de metales pesados, el grado de humedad, etc. y se introdujeron 
especies vegetales (22 especies autóctonas de arbolado y matorral) (Figura 15 B). Dentro 
de la repoblación forestal se dejó una parcela testigo sin enmiendas (a la que se ha 
llamado zona “No recuperada”) para investigar la evolución natural de terreno. La zona 
“No recuperada” presenta una superficie de 123 hectáreas de marismas, alteradas por el 
depósito de lodos del dragado de la ría de Huelva, que originó la pérdida de su 
estructura natural, drenaje, vegetación, etc.; estos suelos se encontraban desnudos por 
las condiciones abióticas del sustrato (pH 4, metales pesados, salinidad, etc.) (Figura 15 
C). 
 
 Zona RT-2, cercana a la mina a cielo abierto de Río Tinto, en la Peña del Hierro, 
donde se encontraron algunas leguminosas.  
 Zona RRT, (Ribera de Río Tinto), zona cercana al río donde abundaba M. 
polymorpha. 
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Figura 13. Mapa del Parque Natural Marismas del Odiel.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Vista aérea de la zona 2 y zona aproximada de los puntos de muestreo. 
 
3 
2-1 
2-3 
4 
5 
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Figura 15. Imágenes de las zonas “Recuperada” y “No recuperada”. A, La zona “No recuperada” 
se observa con forma de riñón y se dejó como testigo frente a los alrededores recuperados; B, 
Zona “Recuperada” y C, Zona “No recuperada”. 
 
3-1 
3-2 
A 
B 
C 
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1. Análisis físico-químico de los suelos de las áreas seleccionadas 
Los análisis de suelos fueron realizados por el Servicio de Análisis del Instituto 
de Recursos Naturales y Agrobiología de Sevilla (IRNAS-CSIC). Para ello se secaron y 
se enviaron 200 g de cada uno de los suelos y se les estudiaron los siguientes parámetros:  
 pH  
 Conductividad eléctrica (en extracto saturación) equivalente a la salinidad.  
 Textura  
 Materia Orgánica  
 Nitrógeno por el método Kjeldahl  
 Fósforo disponible  
 C total, C orgánico y C inorgánico.  
Se determinaron mediante ensayo y análisis por ICP (Inductively Coupled Plasma) los 
siguientes macro y microelementos, además de elementos traza: Al, As, B, Ba, Ca, Cd, 
Co, Cr, Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, Na, Ni, P, Pb, S, Sr, V, Zn.  
En las Tablas 6 y 7 se muestran los resultados de conductividad (medida indicativa de 
la salinidad), pH y textura de los suelos 
Tabla 6. Conductividad y acidez de los suelos analizados. 
ZONA 
CE (Ext 1:5) 
(mS/cm) 
pH (Ext 1:2,5)  
2-1 
Arenal seco 
0,044 8,01 Básico y no salino 
2-3 
Arenal inundado 
1,86 8,22 Básico y salino 
3-1 
Zona no recuperada 
2,60 4,14 Ácido y salino 
3-2 
Zona recuperada 
0,333 7,78 Básico y no salino 
RT2 
Minas de Río Tinto 
0,115 3,94 Ácido y no salino 
 
Tabla 7. Textura de los suelos analizados. 
ZONA 
Arena 
fina (%) 
Arena 
gruesa (%) 
Limo 
(%) 
Arcilla 
(%) 
Clase textural 
2-1 
Arenal seco 
0,5 99,5 0,0 0,0 Arenosa 
2-3 
Arenal 
inundado 
0,5 97,8 1,1 0,5 Arenosa 
3-1 
Zona no 
recuperada 
4,0 14,2 47,5 34,3 Franco-arcillo-limosa 
3-2 4,7 21,1 46,2 28,0 Franco-arcillosa 
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Zona 
recuperada 
RT2 
Minas de Río 
Tinto 
8,4 44,2 23,6 23,7 
Franco-arcillo-
arenosa 
 
De estos análisis se puede concluir que los puntos seleccionados para los 
primeros muestreos presentaron distintos tipos de estrés abiótico único o en 
combinación: alcalinidad, salinidad, acidez y acidez y salinidad. Por lo que son 
apropiados para realizar los futuros estudios de biodiversidad y hacerlos corresponder 
con estos parámetros físicoquímicos. Además, cabe destacar el menor valor de salinidad 
en el suelo “Recuperado” con respecto al “No recuperado”. 
En la Tabla 8 se describen los parámetros típicos de valoración de un suelo: 
fósforo, potasio, carbono orgánico, materia orgánica, nitrógeno total, nitrógeno orgánico 
y nitratos, así como la relación carbono/nitrógeno y la caliza total. Se puede observar 
que todos ellos son generalmente bajos o muy bajos en los suelos 2-1 del arenal seco de 
Odiel y RT-2 en Río Tinto. Sin embargo, en las zonas “Recuperada” y “No recuperada” 
estos valores son medios o altos. Cabe destacar el paralelismo en los valores de estos dos 
últimos suelos, en los que las diferencias observadas en pH y salinidad entre ambos, 
podrían atribuirse a la enmienda que se realizó sobre el recuperado.  
En la Tabla 9 se muestran los datos obtenidos de los análisis de contenido en 
metales pesados y otros elementos de los suelos de las cinco zonas seleccionadas. Se 
muestran los resultados de Al, As, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, K, Li, Mg, Mn, Mo, 
Na, Ni, Pb, S, Sr, V y Zn. Para su descripción se han seguido los “Criterios y estándares” 
aplicados en Andalucía, publicados por Galán et al. (1999) y que se muestran en la Tabla 
10, donde se resumen los umbrales de contaminación propuestos para los elementos 
traza. Los valores representan concentraciones totales y están expresados en mg/kg.  
Según esos criterios, se puede decir que los suelos de las zonas 2-1 y 2-3, “Arenal 
seco” y “Arenal inundado”, respectivamente, no presentaron valores de contaminación 
para los metales que se detallan en la Tabla 10. Los valores de los metales analizados y 
que se ajustaron a este criterio, aparecen con una A. 
Los suelos 3-1 y 3-2, “No recuperado” y “Recuperado”, respectivamente, 
presentaron valores de concentración de cobre diez veces superiores a los niveles de 
intervención en parques naturales (representado por dos rombos) y de arsénico, 3 veces 
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superiores (un rombo). Los valores de cinc y de plomo se encuentran entre los 
considerados de tratamiento obligatorio en parques naturales (D) y los niveles de 
mercurio, de investigación obligatoria (C).  
Por último, en la zona RT-2 de las Minas de Río Tinto, el valor de concentración de 
arsénico fue tres veces superior al nivel de intervención en parques naturales, el de cobre 
fue de investigación obligatoria (C) y los de cromo, níquel y mercurio, de investigación 
recomendable (B). 
De los valores de otros metales no contemplados en la tabla de Galán et al. (2009), se 
ha observado que la concentración de aluminio es 45 veces superior en las zonas “No 
recuperada” y “Recuperada” (3-1 y 3-2) con respecto a las de los arenales (2-1, 2-3) y está 
por encima de la encontrada en las minas de Río Tinto (RT-2). Los niveles de boro son 
aproximadamente 14 veces superiores en 3-1 y 3-2 con respecto a los de RT-2 y entre 5 y 
17 veces superior a los de los arenales, 2-1 y 2-3. En el caso del bario, los valores fueron 
más de dos veces superiores en 3-1 y 3-2 que en RT-2 y en torno a 93 veces superior a los 
de las zonas de arenales 2-1 y 2-3. Y así sucesivamente, se observó que las 
concentraciones de metales en 3-1 y 3-2 fueron generalmente altas en comparación con 
RT-2 y extremadamente altas comparadas con las zonas de arenales 2-1 y 2-3, excepto en 
algunos casos como cromo o litio. 
Por último, se realizó un análisis comparativo de los valores obtenidos en los suelos 
“No recuperado” (3-1) y “Recuperado” (3-2). Como se puede observar en la Tabla 6, los 
valores de concentración de los distintos metales fueron similares, pero sí se observaron 
diferencias en otros parámetros: los valores de fósforo Olsen (5,8 veces), el de potasio 
asimilable (1,55 veces), el de carbono orgánico oxidable (2,2 veces), el de materia 
orgánica (2,2 veces), fueron más altos en el suelo “Recuperado” frente al “No 
recuperado” (Tabla 11). Cabe destacar que el valor de concentración de sodio fue 3,7 
veces mayor en el suelo “No recuperado” con respecto al “Recuperado”. Estos distintos 
valores en los parámetros mencionados se pueden deber a los procesos de recuperación 
a los que se había sometido. 
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Tabla 8. Estudio de los parámetros de los suelos. 
 
 
 
 
 
 
 
ZONA 
Fósforo 
Olsen 
(mg/kg) 
Potasio 
asimilable 
(mg/kg) 
Carbono 
Orgánico 
oxidable 
(%) 
Materia 
orgánica 
oxidable 
(%) 
Nitrógeno 
Kjeldahl 
(%) 
Nitrógeno 
orgánico 
estimado 
(%) 
N-NO3 
ppm 
Relación 
C/N 
Caliza 
Total (%) 
2-1 
Arenal seco 
Alcalino 
y no salino 
4,6 
Bajo 
13,0 
Muy bajo 
0,262 
0,45 
Bajo 
0,016 
Bajo 
0,032 
Bajo 
6 
8,16 
Bajo 
5 
2-3 
Arenal inundado 
Alcalino 
y muy salino 
6,8 
Medio 
77,0 
Muy bajo 
0,095 
0,16 
Bajo 
0,010 
Bajo 
0,018 
Bajo 
0 
5,28 
Bajo 
10 
3-1 
No recuperado 
Muy ácido 
y muy salino 
6,8 
Medio 
346 
Muy alto 
1,48 
2,55 
Alto 
0,160 
Alto 
0,135 
Alto 
56 
11,0 
Medio 
0 
3-2 
Recuperado 
Alcalino 
y no salino 
39,2 
Alto 
537 
Muy alto 
3,25 
5,61 
Alto 
0,291 
Alto 
0,285 
Alto 
45 
11,4 
Alto 
1 
RT2 
Minas RT 
Muy ácido 
y no salino 
1,4 
Bajo 
37,0 
Muy bajo 
0,165 
0,28 
Bajo 
0,029 
Bajo 
0,024 
Bajo 
0 
6,90 
Bajo 
0 
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Tabla 9. Contenido en metales pesados y otros elementos de las zonas de estudio.  
REGISTRO 
Al As B Ba Ca Cd Co Cr Cu 
mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg 
Blanco 0,01393 -0,00137 -0,00112 -0,00463 0,11219 -0,00005 0,00055 -0,00058 0,00031 
2-1 
Arenal seco 
1039,75635 A 11,99272 1,68168 4,10278 37869,8476 A 0,1302 A 2,86476 A 3,23166 A 29,22327 
2-3 
Arenal inundado 
1275,33606 A 10,55028 4,67601 4,01684 60416,7148 A 0,0255 A 3,39340 A 3,23010 A 27,68631 
3-1 
No recuperado 
52127,02734 ♦513,07629 34,37137 376,61118 2644,17578 A 0,7472 A 13,50472 A 67,02094 ♦♦1139,903 
3-2 
Recuperado 
53388,37109 ♦490,76782 23,48149 374,75601 19521,8300 A 0,8185 A 12,67099 A 68,28561 ♦♦1120,171 
RT2 
Minas RT 
45584,56641 ♦308,24222 2,13405 126,38039 308,08746 A 0,6659 A 19,73673 B 211,6694 C293,8875 
♦ ♦ 10 veces el valor de intervención en parques naturales; ♦ 3 veces el valor de intervención; A: no contaminado; B Investigación recomendable; C: Investigación 
obligatoria; D: Tratamiento obligatorio (nivel de intervención). 
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Tabla 9. Contenido en metales pesados y otros elementos de las zonas de estudio (continuación).  
REGISTRO 
Fe Hg K Li Mg Mn Na Ni 
mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg 
Blanco 0,00305 -0,00078 -0,02465 0,00528 0,02531 0,00215 0,03626 -0,00032 
2-1 
Arenal seco 
2995,70190 A -0,05087 198,62570 1,94308 517,92468 103,70766 457,89725 A 2,45288 
2-3 
Arenal inundado 
2908,53320 A -0,05174 308,59692 1,48943 1115,83069 219,74083 1882,46399 A 2,66134 
3-1 
No recuperado 
89390,67969 C 2,47528 5737,66846 56,06139 8280,01953 284,67880 2495,20996 A 31,32643 
3-2 
Recuperado 
82298,75781 C 2,25766 7543,91650 54,26423 7260,92236 294,75220 671,22620 A 31,63733 
RT2 
Minas RT 
109592,54688 B 1,82659 1069,85022 107,40145 8182,43750 744,93280 888,14056 B 75,68745 
♦ ♦ 10 veces el valor de intervención en parques naturales; ♦ 3 veces el valor de intervención; A: no contaminado; B Investigación recomendable; C: Investigación 
obligatoria; D: Tratamiento obligatorio (nivel de intervención). 
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Tabla 9. Contenido en metales pesados y otros elementos de las zonas de estudio (continuación).  
REGISTRO 
P Pb S Sr V Zn 
mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg 
Blanco -0,00126 -0,00330 -0,13811 -0,00110 0,00014 -0,01245 
2-1 
Arenal seco 
128,28735 A 6,52172 123,44010 213,69649 7,24173 A 88,68639 
2-3 
Arenal inundado 
375,30414 A 5,52245 341,56680 357,01196 7,49350 A 73,20671 
3-1 
No recuperado 
1457,62439 D 388,45276 5290,33984 45,49680 86,65114 D 874,46936 
3-2 
Recuperado 
2083,45996 D 403,61801 1397,83203 54,50659 91,46986 D 75,04346 
RT2 
Minas RT 
613,69800 169,44498 2543,71509 14,01931 142,84435 106,22494 
♦ ♦ 10 veces el valor de intervención en parques naturales; ♦ 3 veces el valor de intervención; A: no contaminado; B Investigación recomendable; C: 
Investigación obligatoria; D: Tratamiento obligatorio (nivel de intervención).  
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Tabla 10. Criterios y estándares aplicados en Andalucía. Resumen de los umbrales de contaminación propuestos para elementos traza. Los valores representan 
concentraciones totales y están expresados en mg/kg (Galán et al., 1999). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 6. Comparación entre las zonas “Recuperada” y “No recuperada” de las Marismas del Odiel. 
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Tabla 11. Comparación entre las zonas “Recuperada” y “No recuperada” de las Marismas del Odiel. 
 
 
 
 
 
 
 
ZONA 
Fósforo 
Olsen 
(mg/kg) 
Potasio 
asimilable 
(mg/kg) 
Carbono 
Orgánico 
oxidable 
(%) 
Materia 
orgánica 
oxidable 
(%) 
N 
Kjeldahl 
(%) 
Nitrógeno 
orgánico 
estimad 
(%) 
N-
NO3 
ppm 
Relación 
C/N 
Caliza 
Total 
(%) 
Na 
mg/Kg 
 
3-1 
No 
recuperado 
Muy ácido 
y muy 
salino 
6,8 
Medio 
346 
Muy alto 
1,48 
2,55 
Alto 
0,160 
Alto 
0,135 
Alto 
56 
11,0 
Medio 
0 2490 
Cu ♦ ♦ 
Zn D 
Pb D 
As ♦ 
Hg C 
3-2 
Recuperado 
Alcalino 
y no salino 
39,2 
Alto 
537 
Muy alto 
3,25 
5,61 
Alto 
0,291 
Alto 
0,285 
Alto 
45 
11,4 
Alto 
1 671 
Cu ♦ ♦ 
Zn D 
Pb D 
As ♦ 
Hg C 
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2.  Aislamiento y determinación de los rizobios 
En colaboración con el Laboratorio de Inoculantes del centro IFAPA Las Torres-
Tomejil, se aislaron rizobios a partir de los nódulos de plantas de las zonas 3-2 
“Recuperada” y 2-1 “Arenal seco” de las Marismas del Odiel, de la ribera del Río Tinto 
(RRT) y de minas de Río Tinto, RT-2. No se encontraron leguminosas con nódulos en la 
zona 3-1 “No recuperada” ni en la zona 2-3 “Arenal inundado”. En total se aislaron 82 
bacterias a partir de 132 nódulos. 
 
Con objeto de eliminar las repeticiones entre las cepas aisladas y conocer la 
diversidad de rizobios presentes tanto en las Marismas del Odiel como en Río Tinto, se 
usaron técnicas de tipificación molecular basadas en la amplificación del ADN. Este 
grupo de técnicas, además de posibilitar la comparación entre aislamientos, permite 
conocer las relaciones existentes entre ellos. Se utilizó la técnica ERIC-PCR que se basa en 
el uso de cebadores complementarios a elementos consenso intergénicos reiterativos de 
enterobacterias, de un tamaño de 124-127 pb, que están muy conservados y que aparecen 
repetidos en los genomas bacterianos. Estas secuencias se encuentran en distintas 
posiciones a lo largo de todo el genoma, en ambas orientaciones y pueden servir como 
sitios de hibridación de cebadores para la amplificación de ADN, generando perfiles 
exclusivos para cada cepa bacteriana. Se amplificó el ADN de todos los aislamientos 
usando los cebadores ERIC1R y ERIC2 (Versalovic et al., 1991). 
 
2.1 Selección de bacterias aisladas de nódulos de leguminosas de las áreas de las 
Marismas del Odiel y del paraje del Río Tinto en base a su perfil de ERIC-PCR  
En la zona 3-2 “Recuperada”, se aislaron bacterias de nódulos de Lotus corniculatus 
y Ornithopus compressus. Ejemplos de perfiles ERIC de algunos de estos aislamientos se 
muestran en las Figuras 16 A y 16 B. De ellos se escogieron únicamente aquellos 
aislamientos con perfiles diferentes, debido a que, como se ha indicado anteriormente, 
diferentes perfiles indicarían distintas estirpes bacterianas. De esta forma se elimina 
redundancia y se trabaja con estirpes diferentes. 
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Figura 16. Perfiles ERIC. A, Perfiles correspondientes a aislamientos de Lotus corniculatus de la 
zona 3-2. B, Perfiles correspondientes a aislamientos de Ornithopus compressus de la zona 3-2. 
 
En la zona 2-1 “Arenal seco” se aislaron bacterias de nódulos de Medicago marina 
y Medicago sp. Algunos de los perfiles ERIC correspondientes a los aislamientos de estas 
plantas, se pueden observar en las Figuras 17 A y 17 B. 
 
 
 
 
 
 
             
 
 
 
 
Figura 17. Perfiles ERIC. A, Perfiles correspondientes a aislamientos de Medicago marina de la zona 
2-1; B, Perfiles correspondientes a aislamientos de Medicago sp. de la zona 2-1. 
 
a)
) 
B 
A 
B 
A 
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En la zona correspondiente a las Minas de Río Tinto (RT-2) apenas se encontraron 
leguminosas y sólo se obtuvieron aislamientos de Trifolium sp. En el caso de la Ribera del 
Río Tinto se obtuvieron aislamientos de Medicago polymorpha. En las Figuras 18 A y 18 B 
se muestran algunos perfiles ERIC de los aislamientos de las plantas de esta zona.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18. Perfiles ERIC. A, Perfiles correspondientes a aislamientos de Trifolium sp. de la zona 
RT2; B, Perfiles correspondientes a aislamientos de Medicago polymorpha de la zona RRT. 
 
Tras la selección de los aislamientos con perfiles ERIC diferentes, se seleccionaron 
un total de 46 cepas que se recogen en la Tabla 12. 
Tabla 12. Relación de aislamientos de nódulos de leguminosas de distintas zonas de las Marismas 
del Odiel y Río Tinto objeto de estudio. Se muestran las zonas y las plantas de aislamiento. 
AISLAMIENTO ZONA / PLANTA 
ORT1 3-2 Recuperada/ O. compressus 
ORT2 3-2 Recuperada/ O. compressus 
ORT3 3-2 Recuperada/ O. compressus 
ORT4 3-2 Recuperada/ O. compressus 
ORT5 3-2 Recuperada/ O. compressus 
ORT6 3-2 Recuperada/ O. compressus 
ORT7 3-2 Recuperada/ O. compressus 
ORT8 3-2 Recuperada/ O. compressus 
ORT9 3-2 Recuperada/ L. corniculatus 
ORT10 3-2 Recuperada/ L. corniculatus 
A 
B 
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AISLAMIENTO ZONA / PLANTA 
ORT11 2-1 Arenal seco/ M. marina 
ORT12 2-1 Arenal seco/ M. marina 
ORT13 2-1 Arenal seco/ M. marina 
ORT14 2-1 Arenal seco/ M. marina 
ORT16 2-1 Arenal seco/ M. marina 
ORT17 2-1 Arenal seco/ M. marina 
ORT18 2-1 Arenal seco/ M. marina 
ORT19 2-1 Arenal seco/ M. marina 
ORT20 2-1 Arenal seco/ Medicago sp. 
ORT21 2-1 Arenal seco/ Medicago sp. 
ORT22 2-1 Arenal seco/ Medicago sp. 
ORT23 2-1 Arenal seco/ Medicago sp. 
ORT24 2-1 Arenal seco/ Medicago sp. 
ORT25 2-1 Arenal seco/ Medicago sp. 
ORT26 2-1 Arenal seco/ Medicago sp. 
ORT27 2-1 Arenal seco/ Medicago sp. 
ORT28 2-1 Arenal seco/ Medicago sp. 
ORT29 RT-2 Minas Río Tinto/ Trifolium sp. 
ORT30 RT-2 Minas Río Tinto/ Trifolium sp. 
ORT31 RT-2 Minas Río Tinto/ Trifolium sp. 
ORT32 RT-2 Minas Río Tinto/ Trifolium sp. 
ORT33 RT-2 Minas Río Tinto/ Trifolium sp. 
ORT35 RT-2 Minas Río Tinto/ Trifolium sp. 
ORT38 RT-2 Minas Río Tinto/ Trifolium sp. 
ORT39 RT-2 Minas Río Tinto/ Trifolium sp. 
ORT40 RT-2 Minas Río Tinto/ Trifolium sp. 
ORT41 RT-2 Minas Río Tinto/ Trifolium sp. 
ORT42 RT-2 Minas Río Tinto/ Trifolium sp. 
ORT43 RT-2 Minas Río Tinto/ Trifolium sp. 
ORT44 RT-2 Minas Río Tinto/ Trifolium sp. 
ORT45 RT-2 Minas Río Tinto/ Trifolium sp. 
ORT46 RT-2 Minas Río Tinto/ Trifolium sp. 
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AISLAMIENTO ZONA / PLANTA 
ORT47 RRT Minas Río Tinto/ M. polymorpha 
ORT48 RRT Minas Río Tinto/ M. polymorpha 
ORT49 RRT Minas Río Tinto/ M. polymorpha 
ORT50 RRT Minas Río Tinto/ M. polymorpha 
 
2.2 Amplificación del gen nodC. 
Con el objeto de verificar que todos los aislamientos eran rizobios y no otros tipos 
bacterianos que pudieron penetrar en el nódulo conjuntamente con éstos, a las 47 cepas 
se les amplificó el gen nodC mediante PCR y por triplicado, usando cebadores universales 
degenerados (nodCF y nodCI, descritos por Laguerre et al., 2001) y usando como control 
positivo Rizobium tropici CIAT 899. No se consiguió amplificar el gen nodC de los 
aislamientos ORT1 a ORT10 correspondientes a las plantas Ornithopus compressus y Lotus 
corniculatus de la zona “Recuperada” de las Marismas del Odiel, así como tampoco 
amplificó el aislamiento ORT14 de Medicago marina del “Arenal seco” (2-1) de las 
Marismas del Odiel, ni el ORT30 de Trifolium  sp. de las minas de Río Tinto (RT-2). Del 
mismo modo, en esta zona tampoco amplificaron los aislamientos ORT48, ORT49 y 
ORT50 de Medicago polymorpha. Los aislamientos de Ornithopus compressus y de Lotus 
corniculatus, de crecimiento lento y de morfología bastante similar a las bacterias del 
género Bradyrhizobium, no amplificaron el gen nodC a pesar de que sí lo hizo 
Bradyrhizobium japonicum USDA110. Por tanto, fue necesario hacer ensayos de nodulación 
de estas bacterias en la misma especie o similar a la planta de la que se había aislado, 
antes de descartar que se tratase de rizobios  
 
2.3 Caracterización simbiótica  
Los ensayos de nodulación se llevaron a cabo en colaboración con el Centro 
IFAPA Las Torres-Tomejil y los resultados se muestran en la Tabla 13. 
 
Tabla 13. Capacidad de nodulación y fijación de nitrógeno de los aislamientos en su planta de 
origen o similar. 
AISLAMIENTO 
PLANTA DE 
AISLAMIENTO 
NODULACIÓN EN PLANTA 
ORT1 O. compressus 
Nod+, Fix+ en O. compressus 
Nod+, Fix- en L. corniculatus 
ORT2 O. compressus 
Nod+, Fix+ en O. compressus 
Nod+, Fix- en L. corniculatus 
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AISLAMIENTO 
PLANTA DE 
AISLAMIENTO 
NODULACIÓN EN PLANTA 
ORT3 O. compressus 
Nod+, Fix+ en O. compressus 
Nod+, Fix- en L. corniculatus 
ORT4 O. compressus 
Nod+, Fix+ en O. compressus 
Nod+, Fix± en L. corniculatus 
ORT5 O. compressus 
Nod+, Fix+ en O. compressus 
Nod+, Fix+ en L. corniculatus 
ORT6 O. compressus 
Nod+, Fix+ en O. compressus 
Nod+, Fix+ en L. corniculatus 
ORT7 O. compressus 
Nod+, Fix+ en O. compressus 
Nod+, Fix+ en L. corniculatus 
ORT8 O. compressus 
Nod+, Fix+ en O. compressus 
Nod+, Fix± en L. corniculatus 
ORT9 L. corniculatus 
Nod+, Fix- en L. corniculatus 
Nod+, Fix+ en en O. compressus 
ORT10 L. corniculatus 
Nod+, Fix+ en L. corniculatus 
Nod+, Fix+ en en O. compressus 
ORT11 M. marina 
Nod+, Fix+ en M. sativa 
Nod+, Fix- en M. polymorpha 
ORT12 M. marina 
Nod+, Fix+ en M. sativa 
Nod+, Fix- en M. polymorpha 
ORT13 M. marina 
Nod+, Fix+ en M. sativa 
Nod+, Fix- en M. polymorpha 
ORT14 M. marina 
Nod- en M. sativa 
Nod- en M. polymorpha 
ORT15 M. marina 
Nod+, Fix+ en M. sativa 
Nod+, Fix- en M. polymorpha 
ORT16 M. marina 
Nod+, Fix+ en M. sativa 
Nod+, Fix- en M. polymorpha 
ORT17 M. marina 
Nod+, Fix+ en M. sativa 
Nod+, Fix- en M. polymorpha 
ORT18 M. marina 
Nod+, Fix+ en M. sativa 
Nod+, Fix- en M. polymorpha 
ORT19 M. marina 
Nod+, Fix+ en M. sativa 
Nod+, Fix- en M. polymorpha 
ORT20 Medicago sp. 
Nod+, Fix+ en M. sativa 
Nod+, Fix- en M. polymorpha 
ORT21 Medicago sp. 
Nod+, Fix+ en M. sativa 
Nod+, Fix- en M. polymorpha 
ORT22 Medicago sp. 
Nod+, Fix+ en M. sativa 
Nod+, Fix- en M. polymorpha 
ORT23 Medicago sp. 
Nod+, Fix+ en M. sativa 
Nod+, Fix- en M. polymorpha 
ORT24 Medicago sp. 
Nod+, Fix+ en M. sativa 
Nod+, Fix- en M. polymorpha 
ORT25 Medicago sp. 
Nod+, Fix+ en M. sativa 
 Nod+, Fix- en M. polymorpha 
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AISLAMIENTO 
PLANTA DE 
AISLAMIENTO 
NODULACIÓN EN PLANTA 
ORT26 Medicago sp. 
Nod+, Fix+ en M. sativa 
Nod+, Fix- en M. polymorpha 
ORT27 Medicago sp. 
Nod+, Fix+ en M. sativa 
Nod+, Fix- en M. polymorpha 
ORT28 Medicago sp. 
Nod+, Fix+ en M. sativa 
Nod+, Fix- en M. polymorpha 
ORT29 Trifolium sp. Nod+, Fix+ en Trifolium repens 
ORT30 Trifolium sp. Nod+, Fix+ en T. repens 
ORT31 Trifolium sp. Nod+, Fix- en T. repens 
ORT32 Trifolium sp. Nod+, Fix+ en T. repens 
ORT33 Trifolium sp. Nod+, Fix+ en T. repens 
ORT35 Trifolium sp. Nod+, Fix+ en T. repens 
ORT38 Trifolium sp. Nod+, Fix- en T. repens 
ORT39 Trifolium sp. Nod+, Fix+ en T. repens 
ORT40 Trifolium sp. Nod+, Fix+ en T. repens 
ORT41 Trifolium sp. Nod+, Fix- en T. repens 
ORT42 Trifolium sp. Nod+, Fix+ en T. repens 
ORT43 Trifolium sp. Nod+, Fix- en T. repens 
ORT44 Trifolium sp. Nod+, Fix+ en T. repens 
ORT45 Trifolium sp. Nod+, Fix+ en T. repens 
ORT46 Trifolium sp. Nod+, Fix+ en T. repens 
ORT47 M. polymorpha Nod+, Fix+ en M. polymorpha 
ORT48 M. polymorpha Nod- en M. polymorpha 
ORT49 M. polymorpha Nod- en M. polymorpha 
ORT50 M. polymorpha Nod- en M. polymorpha 
 
 
Tras este análisis se corroboró que efectivamente los aislamientos de O. compressus 
y L. corniculatus son rizobios y que los aislamientos ORT14, ORT48, ORT49 y ORT50, que 
no amplificaron el gen nodC, no presentaban morfología característica de rizobio ni 
nodularon sobre la planta de la que fueron aislados, por lo que debe tratarse de otro tipo 
de bacterias que pudieron penetrar en el nódulo conjuntamente con los rizobios.  
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3. Rango de crecimiento con NaCl  
Se estudió la capacidad de crecimiento de los distintos aislamientos a las 
concentraciones de 300 y 450 mM de NaCl en medio YM líquido a pH 7. En la Tabla 14 se 
muestran los resultados obtenidos.  
 
Tabla 14. Capacidad de crecimiento de los aislamientos con 300 y 450 mM de NaCl. 
AISLAMIENTO ZONA / PLANTA NaCl 300 mM NaCl 450 mM 
ORT1 Recuperada/ O.compressus - - 
ORT2 Recuperada/ O. compressus - - 
ORT3 Recuperada/ O. compressus - - 
ORT4 Recuperada/ O. compressus - - 
ORT5 Recuperada/ O. compressus - - 
ORT6 Recuperada/ O. compressus - - 
ORT7 Recuperada/ O. compressus - - 
ORT8 Recuperada/ O. compressus - - 
ORT9 Recuperada/ L. corniculatus - - 
ORT10 Recuperada/ L. corniculatus - - 
ORT11 Arenal seco/ M. marina - - 
ORT12 Arenal seco/ M. marina + + 
ORT13 Arenal seco/ M. marina + + 
ORT16 Arenal seco/ M. marina + + 
ORT17 Arenal seco/ M. marina + + 
ORT18 Arenal seco/ M. marina + + 
ORT19 Arenal seco/ M. marina + + 
ORT20 Arenal seco/ Medicago sp. + + 
ORT21 Arenal seco/ Medicago sp. + + 
ORT22 Arenal seco/ Medicago sp. + + 
ORT23 Arenal seco/ Medicago sp. + + 
ORT24 Arenal seco/ Medicago sp. + - 
ORT25 Arenal seco/ Medicago sp. + + 
ORT26 Arenal seco/ Medicago sp. + - 
ORT27 Arenal seco/ Medicago sp. + + 
ORT28 Arenal seco/ Medicago sp. + + 
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AISLAMIENTO ZONA / PLANTA NaCl 300 mM NaCl 450 mM 
ORT29 Minas Río Tinto/ Trifolium sp. + + 
ORT31 Minas Río Tinto/ Trifolium sp. - - 
ORT32 Minas Río Tinto/ Trifolium sp. - - 
ORT33 Minas Río Tinto/ Trifolium sp. - - 
ORT35 Minas Río Tinto/ Trifolium sp. - - 
ORT38 Minas Río Tinto/ Trifolium sp. - - 
ORT39 Minas Río Tinto/ Trifolium sp. - - 
ORT40 Minas Río Tinto/ Trifolium sp. - - 
ORT41 Minas Río Tinto/ Trifolium sp. - - 
ORT42 Minas Río Tinto/ Trifolium sp. - - 
ORT43 Minas Río Tinto/ Trifolium sp. - - 
ORT44 Minas Río Tinto/ Trifolium sp. - - 
ORT45 Minas Río Tinto/ Trifolium sp. - - 
ORT46 Minas Río Tinto/ Trifolium sp. + + 
ORT47 
Ribera Río Tinto/ M. 
polymorpha. 
+ + 
 
 
Así se comprobó, que los aislamientos de Ornithopus compressus y Lotus 
corniculatus no crecieron a concentraciones de NaCl de 300 mM, al igual que la mayor 
parte de los aislamientos de Trifolium sp. ya que únicamente ORT29 y ORT46 crecieron 
con NaCl; sin embargo, prácticamente todos los aislamientos de M. marina, Medicago sp. 
y M. polymorpha crecieron sin dificultad a 300 mM de NaCl, con la única excepción de 
ORT11 y todos ellos excepto tres (ORT11, ORT24 y ORT26) crecieron también a 450 mM 
de NaCl en el medio de cultivo. 
 
4. Rango de crecimiento a distintos pH  
Al igual que en el caso del NaCl, es de especial interés conocer la capacidad de 
crecimiento de los aislamientos de rizobios a distintos pH. Se ensayaron los valores de 
pH de 5; 5,5; 7; 8 y 8,5 en medio YM líquido tamponado.  Los resultados se pueden 
observar en la Tabla 15. 
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Tabla 15. Capacidad de crecimiento de los aislamientos a diferentes valores de pH. 
AISLAMIENTO ZONA / PLANTA pH5 pH5,5 pH7 pH8 pH8,5 
ORT1 Recuperada/O.compressus - + + + - 
ORT2 Recuperada/ O. compressus - - + + + 
ORT3 Recuperada/ O. compressus - - + + - 
ORT4 Recuperada/ O. compressus - - + + - 
ORT5 Recuperada/ O. compressus - - + - - 
ORT6 Recuperada/ O. compressus - - + + - 
ORT7 Recuperada/ O. compressus - + + - - 
ORT8 Recuperada/ O. compressus - - + + - 
ORT9 Recuperada/ L.corniculatus - - + - - 
ORT10 Recuperada/ L. corniculatus - - + + - 
ORT11 Arenal seco/M. marina - + + + + 
ORT12 Arenal seco/M. marina - + + + + 
ORT13 Arenal seco/M. marina - + + + + 
ORT16 Arenal seco/M. marina - + + + + 
ORT17 Arenal seco/M. marina - + + + + 
ORT18 Arenal seco/M. marina - + + + + 
ORT19 Arenal seco/M. marina - + + + + 
ORT20 Arenal seco/Medicago sp. - - + + + 
ORT21 Arenal seco/Medicago sp,¡. - - + + + 
ORT22 Arenal seco/Medicago sp. - - + + + 
ORT23 Arenal seco/Medicago sp. - - + + + 
ORT24 Arenal seco/Medicago sp. - - + + + 
ORT25 Arenal seco/Medicago sp. - - + + + 
ORT26 Arenal seco/Medicago sp. - - + + + 
ORT27 Arenal seco/Medicago sp. - - + + + 
ORT28 Arenal seco/Medicago sp. - - + + + 
ORT29 
Minas Río Tinto/Trifolium 
sp. 
- + + + + 
ORT31 
Minas Río Tinto/Trifolium 
sp. 
- - + + + 
ORT32 
Minas Río Tinto/Trifolium 
sp. 
- + + + + 
ORT33 
Minas Río Tinto/Trifolium 
sp. 
- + + + + 
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AISLAMIENTO ZONA / PLANTA pH5 pH5,5 pH7 pH8 pH8,5 
ORT35 
Minas Río Tinto/Trifolium 
sp. 
- + + + + 
ORT38 
Minas Río Tinto/Trifolium 
sp. 
- + + + + 
ORT39 
Minas Río Tinto/Trifolium 
sp. 
- + + + + 
ORT40 
Minas Río Tinto/Trifolium 
sp. 
- + + + + 
ORT41 
Minas Río Tinto/Trifolium 
sp. 
- + + + + 
ORT42 
Minas Río Tinto/Trifolium 
sp. 
- + + + + 
ORT43 
Minas Río Tinto/Trifolium 
sp. 
- - + + + 
ORT44 
Minas Río Tinto/Trifolium 
sp. 
- + + + + 
ORT45 
Minas Río Tinto/Trifolium 
sp. 
- + + + + 
ORT46 
Minas Río Tinto/Trifolium 
sp. 
- + + + + 
ORT47 
Ribera Río Tinto/ M. 
polymorpha. 
- + + + + 
 
Los aislamientos de O. compressus y L. corniculatus crecieron en un rango de pH 7 
a 8, excepto ORT1 cuyo rango fue desde 5,5 a 8; ORT2  que toleró mejor el pH básico y 
creció entre pH 7 y 8,5; ORT5 y ORT9  que únicamente crecieron a pH neutro y ORT7 
cuyo rango osciló entre 5,5 y 7. Por otro lado, todos los aislamientos de M. marina 
crecieron en un amplio rango de pH desde 5,5 hasta 8,5; al igual que en el caso del 
aislamiento de M. polymorpha, ORT47. Sin embargo, los aislamientos de Medicago sp. no 
soportaron el pH ácido, creciendo únicamente a pH entre 7 y 8,5. Finalmente, la mayoría 
de los aislamientos de Trifolium sp. crecieron a pH entre 5,5 y 8,5, excepto ORT31 y ORT43 
que no crecieron a pH 5,5. 
 
5. Produccion de acil homoserina lactonas (AHL) 
Se estudió la producción de acil homoserina lactonas (AHL) de todos los 
aislamientos mediante la detección de estos compuestos por la bacteria biosensora 
Agrobacterium tumefaciens NT1 pZLR4 (Cha et al., 1998). La mayor parte de los 
aislamientos produjeron estas moléculas implicadas en fenómenos de quorum sensing. De 
todos los aislamientos de la zona “Recuperada” solamente la cepa ORT1 no produjo AHL, 
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por otra parte, todos los aislamientos de M. marina y prácticamente todos los aislamientos 
de Medicago sp. produjeron AHL, en este caso, la excepción fue la estirpe ORT20. Entre 
los aislamientos de la zona de “Minas de Río Tinto” y “Ribera de Río Tinto” la producción 
de esos compuestos fue prácticamente generalizada ya que el único aislamiento que no 
las produjo fue ORT46. 
 
6. Propiedades promotoras del crecimiento vegetal 
Se analizaron algunas propiedades promotoras del crecimiento vegetal (PGP) en 
estos aislamientos independientemente de su capacidad simbiótica, como la producción 
de AIA y la solubilización de fosfatos. 
 
6.1 Producción de ácido indol-acético (AIA) y solubilización de fosfatos 
La producción de AIA, un análogo de hormona vegetal producido por algunas 
bacterias estimula el crecimiento radicular. Por otro lado, los fosfatos frecuentemente no 
están en forma soluble disponible para la planta, por ello, la capacidad de la bacteria para 
solubilizarlos y hacerlos disponibles para la planta es de gran importancia. La producción 
de ácido indol-acético y la capacidad para solubilizar fosfatos se han estudiado en todos 
los aislamientos y los resultados se muestran en la Tabla 16. 
Tabla 16. Producción de AIA y capacidad solubilizadora de fosfatos. 
AISLAMIENTO ZONA / PLANTA 
AIA 
μg/ml 
SOLUBILIZACIÓN DE 
FOSFATOS 
ORT1 
Recuperada/ 
O. compressus 
3,36 - 
ORT2 
Recuperada/ 
O. compressus 
2,71 - 
ORT3 
Recuperada/ 
O. compressus 
2,05 - 
ORT4 
Recuperada/ 
O. compressus 
2,38 - 
ORT5 
Recuperada/ 
O. compressus 
2,38 + 
ORT6 
Recuperada/ 
O. compressus 
2,05 + 
ORT7 
Recuperada/ 
O. compressus 
2,71 + 
ORT8 
Recuperada/ 
O. compressus 
2,05 - 
ORT9 
Recuperada/ 
L. corniculatus 
2,05 - 
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AISLAMIENTO ZONA / PLANTA 
AIA 
μg/ml 
SOLUBILIZACIÓN DE 
FOSFATOS 
ORT10 
Recuperada/ 
L. corniculatus 
2,05 - 
ORT11 
Arenal seco/ 
M. marina 
3,04 (+) 
ORT12 
Arenal seco/ 
M. marina 
14,47 (+) 
ORT13 
Arenal seco/ 
M. marina 
17,09 - 
ORT16 
Arenal seco/ 
M. marina 
18,39 - 
ORT17 
Arenal seco/ 
M. marina 
8,92 + 
ORT18 
Arenal seco/ 
M. marina 
10,88 + 
ORT19 
Arenal seco/ 
M. marina 
3,04 (+) 
ORT20 
Arenal seco/ 
Medicago sp. 
23,30 (+) 
ORT21 
Arenal seco/ 
Medicago sp. 
13,82 (+) 
ORT22 
Arenal seco/ 
Medicago sp. 
10,88 (+) 
ORT23 
Arenal seco/ 
Medicago sp. 
23,62 (+) 
ORT24 
Arenal seco/ 
Medicago sp. 
8,59 + 
ORT25 
Arenal seco/ 
Medicago sp. 
6,96 + 
ORT26 
Arenal seco/ 
Medicago sp,. 
6,96 (+) 
ORT27 
Arenal seco/ 
Medicago sp. 
15,78 - 
ORT28 
Arenal seco/ 
Medicago sp. 
3,36 (+) 
ORT29 
Minas Río Tinto/ 
Trifolium sp. 
4,34 + 
ORT31 
Minas Río Tinto/ 
Trifolium sp. 
9,25 (+) 
ORT32 
Minas Río Tinto/ 
Trifolium sp. 
2,38 - 
ORT33 
Minas Río Tinto/ 
Trifolium sp. 
5,65 - 
ORT35 
Minas Río Tinto/ 
Trifolium sp. 
6,63 - 
ORT38 
Minas Río Tinto/ 
Trifolium sp. 
4,34 + 
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AISLAMIENTO ZONA / PLANTA 
AIA 
μg/ml 
SOLUBILIZACIÓN DE 
FOSFATOS 
ORT39 
Minas Río Tinto/ 
Trifolium sp. 
7,94 + 
ORT40 
Minas Río Tinto/ 
Trifolium sp. 
11,21 (+) 
ORT41 
Minas Río Tinto/ 
Trifolium sp. 
16,43 + 
ORT42 
Minas Río Tinto/ 
Trifolium sp. 
8,59 (+) 
ORT43 
Minas Río Tinto/ 
Trifolium sp. 
10,55 + 
ORT44 
Minas Río Tinto/ 
Trifolium sp. 
4,67 + 
ORT45 
Minas Río Tinto/ 
Trifolium sp. 
25,26 (+) 
ORT46 
Minas Río Tinto/ 
Trifolium sp. 
7,94 + 
ORT47 
Ribera Río Tinto/ M. 
polymorpha. 
3,36 (+) 
(+) solubilización débil 
 
Los aislamientos de O. compressus y L. corniculatus, de la zona “Recuperada” 
produjeron poco AIA y la mayor parte de ellos no solubilizó fosfatos, a diferencia de los 
aislamientos de M. marina y Medicago sp., del “Arenal seco”, los cuales produjeron mayor 
cantidad de AIA y la mayoría de ellos solubilizó fosfatos. Por último, los aislamientos de 
Trifolium sp. y M. polymorpha, de Minas de Río Tinto y Ribera de Rio Tinto, produjeron 
AIA a diferentes cantidades y la mayor parte de ellos solubilizó fosfatos. 
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Los rizobios aislados de las leguminosas recolectadas de las distintas 
zonas de estudio mostraron gran diversidad en cuanto a la capacidad para 
crecer a altas concentraciones salinas, así como para soportar pH extremos, 
lo cual parece depender principalmente del tipo de rizobio y de la 
leguminosa de la que se han aislado, más que de las características del suelo. 
Entre todos ellos, fueron especialmente interesantes los aislamientos de M. 
marina por resistir mayores concentraciones de NaCl que el resto de 
aislamientos, además de crecer perfectamente en condiciones alcalinas. Por 
otro lado, hasta la fecha no se habían descrito los simbiontes de M. marina, 
por lo que resultó de gran interés su estudio y caracterización fisiológica y 
molecular. 
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  Capítulo 2 
Estudio fisiológico, molecular y simbiótico de los 
rizobios aislados de Medicago marina de poblaciones 
del suroeste de Andalucía. 
 
 
 
El género Medicago comprende 80 especies de las que aproximadamente dos 
terceras partes son anuales y una tercera parte son perennes (Lesins y Lesins, 1979). Las 
especies de plantas hospedadoras de E. meliloti y E. medicae más estudiadas son M. sativa 
y M. truncatula. Sin embargo, M. marina es una planta realmente interesante que en 
España crece a lo largo de los sistemas dunares costeros por lo que posee un gran 
potencial para su empleo en la restauración y la estabilización de este tipo de 
ecosistemas. El interés en el estudio de los simbiontes de esta planta aumentó tras los 
resultados obtenidos en el primer capítulo de esta tesis, ya que los rizobios aislados de 
sus nódulos fueron tolerantes a altas concentraciones de NaCl y a pH alcalino, además 
de presentar propiedades para la promoción del crecimiento vegetal como la 
solubilización de fosfatos o la producción de AIA.  
Además, hasta el momento, no se habían descrito los simbiontes de esta planta y, por 
tanto, se planteó hacer un amplio estudio genético, fisiológico y simbiótico de estas 
bacterias. 
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1. Aislamiento de rizobios de los nódulos de M. marina 
Conocer las propiedades genéticas y la diversidad funcional de los aislamientos 
de plantas autóctonas puede servir para seleccionar inoculantes adecuados para las 
diversas condiciones que se pueden encontrar en el ambiente. 
Los aislamientos de los nódulos de M. marina se obtuvieron a partir de dos poblaciones 
de la planta, una presente en las Marismas del Odiel (Huelva) y otra en las dunas de la 
playa de San Fernando (Cádiz). Se analizaron un total de 82 aislamientos de nódulos de 
ejemplares de esta planta recolectadas en ambas localizaciones. Todos fueron de 
crecimiento rápido puesto que las primeras colonias aparecieron en placas de YM con 
rojo Congo a las 48 horas desde su siembra. 
 
1.1 Selección de bacterias aisladas de nódulos en base a su perfil de ERIC-PCR 
Se analizó el perfil ERIC de los 82 aislamientos tras la amplificación mediante PCR 
utilizando los cebadores ERIC1R y ERIC2 (Versalovic et al., 1991) y entre los que 
presentaban el mismo perfil, se realizó una selección al azar. Así, finalmente se 
seleccionaron 30 aislamientos con diferente perfil ERIC y que, por tanto, debían de 
corresponder a distintas estirpes.  
 
2. Identificación de los aislamientos de M. marina a nivel de especie 
mediante análisis genético. 
Tras obtener un número adecuado de aislamientos, fue necesario estudiar una serie 
de genes que habitualmente se toman como referencia para conocer la especie o especies 
a las que pertenecen dichos aislamientos. De esta forma se pueden clasificar y saber en 
qué contexto taxonómico se encuentran, información que es de gran utilidad para 
realizar un estudio exhaustivo. 
 
2.1 Secuencia del gen ARNr 16S 
El gen que codifica para el ARNr 16S de los 30 aislamientos fue amplificado mediante 
PCR usando los cebadores: 616F (Juretschko et al., 1998) y 1522R (Edwards et al., 1989) y 
posteriormente, secuenciado usando los cebadores; 519F (Lane et al., 1985), 616F 
(Juretschko et al., 1998), 907R (Muyzer et al., 1997), 1522R (Edwards et al., 1989). El análisis 
de las secuencias de este gen mostró que la mayor parte de ellos (29 de 30) presentaban 
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una similitud entre el 99,85 y el 100% con el gen ARNr 16S de E. meliloti LMG 6133T. 
Únicamente el aislamiento SF3.41 mostró una similitud del 100% con la cepa tipo de la 
especie E. medicae, LMG 19920T. Los resultados de los porcentajes de similitud obtenidos 
para cada estirpe se muestran en la Tabla 17. El árbol realizado mediante el algoritmo 
neighbor-joining con las secuencias obtenidas de cada uno de estos aislamientos se 
muestra en la Figura 19. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19. Árbol filogenético donde se aprecia la relación entre las secuencias del gen ARNr 16S 
de cada aislamiento con las de las cepas tipo de E. meliloti y E. medicae. Se muestran las cepas y 
los números de acceso a NCBI de todas las secuencias. Los valores de bootstrap representan los 
porcentajes obtenidos a partir de 1000 réplicas.  
 
 
 Ensifer meliloti SF2.17 (KP765318)  
 Ensifer meliloti SF3.34 (KP765328) 
 Ensifer meliloti SF2.11 (KP765317)  
 Ensifer meliloti SF1.11 (KP765316) 
 Ensifer meliloti SF1.6 (KP765315) 
 Ensifer meliloti SF1.2 (KP765314) 
 Ensifer meliloti ORT19 (KP765313) 
 Ensifer meliloti ORT18 (KP765312) 
 Ensifer meliloti ORT17 (KP765311) 
 Ensifer meliloti ORT16 (KP765310) 
 Ensifer meliloti ORT13 (KP765309) 
 Ensifer meliloti ORT12 (KP765308) 
 Ensifer meliloti ORT11 (KP765307) 
 Ensifer meliloti SF3.1 (KP765319) 
 Ensifer meliloti SF3.3 (KP765320) 
 Ensifer meliloti SF3.5 (KP765321) 
 Ensifer meliloti SF3.9 (KP765322) 
 Ensifer meliloti SF3.10 (KP765323) 
 Ensifer meliloti SF3.20 (KP765324) 
 Ensifer meliloti SF3.21 (KP765325) 
 Ensifer meliloti SF3.23 (KP765326) 
 Ensifer meliloti SF3.33 (KP765327) 
 Ensifer meliloti SF3.37 (KP765329) 
 Ensifer meliloti SF3.40 (KP765330) 
 Ensifer meliloti SF3.42 (KP765332) 
 Ensifer meliloti SF3.48 (KP765333) 
 Ensifer meliloti SF3.49 (KP765334) 
 Ensifer meliloti SF3.53 (KP765335) 
 Ensifer meliloti SF3.55 (KP765336) 
 Ensifer meliloti LMG 6133T (D14509) 
 Ensifer medicae WSM419T (NR074254) 
 Ensifer medicae SF3.41 (KP765331) 
65 
67 
0.0005 
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2.2 Perfil RFLP de la región intergénica IGS 
Se amplificó la región intergénica IGS con los cebadores FGPS1490 (Navarro et al., 
1992) y FGPL132 (Ponsonnet y Nesme, 1994) y se analizó el perfil de restricción 
correspondiente a los 30 aislamientos, así como los de las dos estirpes tipo con dos 
enzimas, AluI y MspI. Todos los aislamientos, incluida la estirpe SF3.41, mostraron el 
mismo perfil al digerir con el enzima AluI (tipo 1) que, además, coincidió con el perfil 
presentado por la cepa tipo E. meliloti LMG 6133T. En el caso del perfil de restricción con 
el enzima MspI, la mayor parte de los aislamientos presentaron un perfil común con el 
de la cepa tipo de E. meliloti (tipo 1). Hubo únicamente dos excepciones, la cepa SF3.41 
cuyo perfil fue idéntico a la cepa tipo E. medicae LMG 19920T (tipo 2) y la cepa ORT17 
(tipo 3) que mostró un perfil único, diferente tanto a las dos cepas tipos como al resto de 
aislamientos. Los perfiles RFLP de la región IGS se muestran en la Figura 20. Los 
números asociados a cada perfil diferente se pueden ver en la Tabla 17. 
 
 
                                       
Figura 20. Perfiles RFLP de la región IGS digeridos con los enzimas AluI y MspI A, Perfiles de 
restricción con la enzima AluI correspondientes a: carril 1, perfil obtenido para todos los 
aislamientos (tipo 1). Carril 2, perfil de E. meliloti LMG 6133T. Carril 3, perfil de E. medicae LMG 
19920T (tipo 2). Carril 4, marcador de peso molecular de 1kb. Carril 5, marcador de peso molecular 
de 100 pb. B, Perfiles de restricción con la enzima MspI correspondientes a: carril 1, ORT17 (tipo 
3). Carril 2, E. meliloti LMG 6133T y aislamientos exceptuando a ORT17 y a SF3.41 (tipo 1). Carril 
3, E. medicae LMG 19920T y SF3.41 (tipo 2). Carril 4, marcador de peso molecular de100 pb. Carril 
5, marcador de peso molecular de 1kb.  
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2.3 Secuencia del gen glnII 
El análisis de la secuencia del gen glnII, uno de los genes housekeeping 
empleados en los estudios taxonómicos de los rizobios, aporta información 
adicional a la del gen ARNr 16S. Por ello, se amplificó con los cebadores glnII12-
F y glnII689-R (Vinuesa et al., 2005b) y se secuenció una región de 657 pb de dicho 
gen en una selección de 6 aislamientos, aquéllos que presentaban porcentajes de 
similitud con el gen ARNr 16S de E. meliloti LMG 6133T por debajo del 100% 
(ORT17, ORT19, SF3.3, SF3.20, SF3.23, SF3.34) y SF 3.41, la única cepa con un 
100% de identidad en el gen ARNr 16S con E. medicae LMG 19920T. Además, 
también se llevó a cabo con algunos aislamientos cuyos porcentajes de identidad 
eran del 100% (ORT11, ORT12, SF1.2, SF3.10, SF3.33 y SF3.37) para tener datos 
representativos de todos los porcentajes del ARNr 16S. Todas las secuencias del 
gen glnII de los aislamientos de M. marina tuvieron una similitud del 99% con la 
del gen glnII de E. meliloti LMG 6133T, excepto la secuencia del aislamiento SF3.41, 
cuyo porcentaje fue del 100% con la de la cepa tipo de E. medicae. Los resultados 
obtenidos se muestran en la Tabla 17. Así mismo, el árbol filogenético realizado 
con las secuencias de este gen en los aislamientos estudiados mediante el 
algoritmo neighbor-joining se muestra en la Figura 21; en él se observa como las 
cepas aparecen distribuidas en dos clados principales, el correspondiente a las 
cepas pertenecientes a E. meliloti en la parte superior y el correspondiente a las 
cepas de E. medicae en la parte inferior.  
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Figura 21. Árbol filogenético donde se aprecia la relación entre las secuencias del gen glnII de una 
serie de aislamientos seleccionados con la de las cepas tipo de E. meliloti y E. medicae. Se muestran 
las cepas y los números de acceso al NCBI de todas las secuencias. Los valores de “bootstrap” 
representan los porcentajes obtenidos a partir de 1000 réplicas. 
 
Tabla 17. Grupos genéticos y perfiles RFLP de los aislamientos de M. marina 
AISLAMIENTO 
aPorcentaje de 
identidad del ADNr 
16S  (grupo) 
b Grupo RFLP IGS c Grupo glnII 
  AluI MspI  
ORT11 100% (1) 1 1 2 
ORT12 100% (1) 1 1 2 
ORT13 100% (1) 1 1 ND 
ORT16 100% (1) 1 1 ND 
ORT17 99,93% (2) 1 3 2 
ORT18 100% (1) 1 1 ND 
ORT19 99,93% (2) 1 1 2 
SF1.2 100% (1) 1 1 2 
SF1.6 100% (1) 1 1 ND 
SF1.11 100% (1) 1 1 ND 
SF2.11 100% (1) 1 1 ND 
SF2.17 100% (1) 1 1 ND 
SF3.1 100% (1) 1 1 ND 
SF3.3 99,93% (2) 1 1 2 
SF3.5 100% (1) 1 1 ND 
 Ensifer meliloti SF3.23 (KT199245) 
 Ensifer meliloti SF3.34 (KT199246) 
 Ensifer meliloti SF3.3 (KT199244) 
 Ensifer meliloti ORT17 (KR818749) 
 Ensifer meliloti ORT19 (KP765339) 
 Ensifer meliloti SF3.20 (KP765342) 
 Ensifer meliloti LMG 6133T (KR818748) 
 Ensifer medicae SF3.41 (KP765345) 
 Ensifer medicae LMG 19920T (KR818746) 
 Ensifer medicae M19.1 (KR818747) 
100 
66 
62 
0.005 
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AISLAMIENTO 
aPorcentaje de 
identidad del ADNr 
16S  (grupo) 
b Grupo RFLP IGS c Grupo glnII 
  AluI MspI  
SF3.9 100% (1) 1 1 ND 
SF3.10 100% (1) 1 1 2 
SF3.20 99,92% (2) 1 1 2 
SF3.21 100% (1) 1 1 ND 
SF3.23 99,92% (2) 1 1 2 
SF3.33 100% (1) 1 1 2 
SF3.34 99,85% (2) 1 1 2 
SF3.37 100% (1) 1 1 2 
SF3.40 100% (1) 1 1 ND 
SF3.41 100% (3) 1 2 3 
SF3.42 100% (1) 1 1 ND 
SF3.48 100% (1) 1 1 ND 
SF3.49 100% (1) 1 1 ND 
SF3.53 100% (1) 1 1 ND 
SF3.55 100% (1) 1 1 ND 
E. meliloti LMG 
6133T 
(1) 1 1 1 
E. medicae LMG 
19920T 
(3) 2 2 3 
Los resultados se indican de la siguiente forma: 
a 1, 100% de identidad con E. meliloti LMG 6133T; 2: identidad <100% con E. meliloti LMG 6133T; 
3, identidad del 100% con E. medicae LMG 19920T. 
b 1, perfil idéntico a E. meliloti LMG 6133T; 2, perfil idéntico a E. medicae LMG 19920T; 3, perfil 
único. 
c 1, identidad del 100% con E. meliloti LMG 6133T; 2, identidad del 99% con E. meliloti LMG 6133T; 
3, identidad del 99% con E. medicae LMG 19920T. 
 
3. Perfil de plásmidos 
Los rizobios se caracterizan por presentar un número variable de plásmidos, uno 
de ellos es el simbiótico; por lo que fue de interés conocer el número plásmidos que 
presentaban los aislamientos de M. marina. El resultado obtenido tras el estudio del perfil 
de plásmidos mediante el método Eckhardt de cada uno de los 30 aislamientos fue 
bastante diverso tanto en número de plásmidos como en el tamaño de los mismos, 
mostrando que el perfil de plásmidos fue prácticamente único a nivel de estirpe. La 
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mayor parte de los aislamientos presentaron entre 2 y 3 plásmidos, mientras que otros 
presentaron entre 4 y 5. El número de plásmidos de cada aislamiento se puede ver en la 
Tabla 18. 
 
4. Perfil de lipopolisacáridos (LPS) 
Se llevó a cabo la extracción y el análisis mediante SDS-PAGE de los LPS de cada 
uno de los aislamientos. La mayoría de ellos presentaron un perfil electroforético de LPS 
similar al mostrado por E. meliloti LMG 6133T, con la excepción de cuatro de ellos, ORT18 
y SF3.41 y, por otro lado, SF3.21 y SF3.40 que presentaron ambos el mismo perfil.  Cabe 
destacar que el perfil de SF3.41 no coincidiera con el de la cepa tipo E. medicae LMG 
19920T. El tipo de perfil que mostró cada aislamiento se muestra en la Tabla 18. 
 
Tabla 18. Número de plásmidos y perfiles LPS de los aislamientos de M. marina 
AISLAMIENTO a Número de plásmidos b Perfil LPS 
ORT11 3 2 
ORT12 2 2 
ORT13 4 2 
ORT16 2 2 
ORT17 2 2 
ORT18 4 3 
ORT19 5 2 
SF1.2 3 2 
SF1.6 2 2 
SF1.11 1 2 
SF2.11 ND 2 
SF2.17 3 2 
SF3.1 3 2 
SF3.3 3 2 
SF3.5 3 2 
SF3.9 3 2 
SF3.10 2 2 
SF3.20 4 2 
SF3.21 2 4 
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AISLAMIENTO a Número de plásmidos b Perfil LPS 
SF3.23 3 2 
SF3.33 3 2 
SF3.34 ND 2 
SF3.37 2 2 
SF3.40 2 4 
SF3.41 1 5 
SF3.42 3 2 
SF3.48 3 2 
SF3.49 4 2 
SF3.53 3 2 
SF3.55 2 2 
E. meliloti LMG 
6133T 
2 2 
E. medicae LMG 
19920T 
2 1 
Los resultados se indican de la siguiente forma: 
a Número de plásmidos, aunque el mismo número no conlleva necesariamente el mismo tamaño.  
b Tipo de perfil de LPS mostrado: 1, 2, 3, 4 y 5. 
 
5. Caracterización fisiológica 
Para llevar a cabo una caracterización fisiológica completa de los aislamientos de 
M. marina, se estudió la capacidad para crecer en medio YM líquido a distintas 
concentraciones de NaCl y a distintos valores de pH en el mismo medio tamponado. 
Además, se estudió la capacidad de crecer en medio BM sólido con diferentes fuentes de 
carbono, en medio TY sólido a distintas temperaturas, además de la resistencia a 
distintas concentraciones de los antibióticos cloranfenicol, eritromicina, neomicina y 
vancomicina, entre otras pruebas. 
 
5.1 Rango de crecimiento con NaCl 
Todos los aislamientos de los nódulos de M. marina procedentes de las Marismas 
del Odiel crecieron en YM líquido a concentraciones de NaCl entre 300 y 800 mM al igual 
que las cepas tipo de E. meliloti y E. medicae. Sin ambargo, en los aislamientos de las dunas 
de San Fernando se encontró una mayor variabilidad, cinco de ellos (SF1.2, SF1.6, SF1.11, 
SF2.11 y SF2.17) tuvieron el mismo rango de crecimiento que los aislamientos de las 
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Marismas del Odiel (300 a 800 mM); la mayoría creció entre 300 y 700 mM, mientras que 
otros cuatro (SF3.3, SF3.5, SF3.21 y SF3.40) fueron los menos resistentes, creciendo como 
máximo a 600 mM. Los resultados se muestran en la Tabla 19. 
 
5.2 Rango de crecimiento a distintos pH 
Todos los aislamientos de M. marina procedentes de ambas zonas crecieron en 
medio líquido tamponado en un rango de pH entre 7 y 8,5, siendo claramente alcalino-
tolerantes. De ellos, una gran parte crecieron además a pH ácido (5,5) siendo, por tanto, 
también ácido-tolerantes, como también demostraron ser las cepas tipo E. meliloti LMG 
6133T y E. medicae LMG 19920T. Las excepciones fueron ORT16, SF3.1, SF3.5, SF3.10, 
SF3.23, SF3.40 y SF3.41, (Tabla 19). 
 
5.3 Rango de crecimiento a distintas temperaturas 
Todos los aislamientos de M. marina crecieron en placas de TY sólido a las 
temperaturas de 22, 28 y 37 ºC, incluida también la cepa tipo de E. medicae. Sin embargo, 
sólo un grupo de 11 aislamientos (ORT11, ORT13, ORT16, ORT17, ORT18, SF1.2, SF1.6, 
SF1.11, SF3.9, SF3.10 y SF3.40) crecieron a 42ºC, mientras que otros seis (ORT19, SF3.5, 
SF3.20, SF3.21, SF3.53 y SF3.55) lo hicieron levemente, al igual que la estirpe E. meliloti 
LMG 6133T. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 19. 
 
5.4 Asimilación de diferentes fuentes de carbono 
Los aislamientos se comportaron de forma bastante diversa en cuanto a la 
asimilación de las diferentes fuentes de carbono. Ninguno de ellos creció con sorbosa 
como única fuente de carbono, mientras que todos lo hicieron con sorbitol, glicerol, D-
salicina y manitol. El uso de otras fuentes de carbono como: arabinosa, dulcitol, D-
galactosa, xilosa, ribosa, lixosa y melibiosa fue un carácter dependiente de la cepa. Así 
el 96,6% de las estirpes aisladas crecieron con D-galactosa, mientras que sólo el 6,6% de 
ellas lo hicieron con xilosa como única fuente de carbono; la capacidad de asimilación 
de las diferentes fuentes de carbono por cada aislamiento se puede observar en la Tabla 
19. 
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5.5 Resistencia frente a diferentes antibióticos 
Se realizó un estudio de la resistencia natural a los antibióticos 
cloranfenicol (Clm), eritromicina (Ery), neomicina (Neo) y vancomicina (Vam) en 
medio YM sólido. Los resultados obtenidos variaron, de modo que únicamente 
cinco de ellos (ORT17, SF1.6, SF3.9, SF3.40 y SF3.49) resistieron concentraciones 
de 15 µg/ml de vancomicina, mientras que todos los aislamientos excepto ORT17 
y la cepa tipo E. meliloti LMG 6133T crecieron con concentraciones de 60 µg/ml 
de cloranfenicol. Los resultados se muestran en la Tabla 19. 
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Tabla 19. Características fisiológicas y capacidad de crecimiento en condiciones de estrés abiótico. 
AISLAMIENTO pH NaCl (mM) Antibiótico (µg/ml) Fuente de Carbono Crecimiento  42ºC 
   Neo Ery Clm Vam Dul D-
Gal 
Xil Lix Rib Mel  Ara  
ORT11 5,5-8,5 300-800 30R 300R 60R S 1 1 2 2 2 1 1 1 
ORT12 5,5-8,5 300-800 S 150R 60R S 1 1 2 2 2 2 2 2 
ORT13 5,5-8,5 300-800 S 150R 60R S 1 1 2 2 1 1 1 1 
ORT16 7-8,5 300-800 S S 60R S 1 1 2 2 1 1 1 1 
ORT17 5,5-8,5 300-800 15R 300R S 15R 1 1 2 2 2 2 1 1 
ORT18 5,5-8,5 300-800 15R 150R 60R S 1 1 2 2 1 2 1 1 
ORT19 5,5-8,5 300-800 15R 300R 60R S 1 1 2 2 1 1 1 1* 
SF1.2 5,5-8,5 300-800 30R 300R 60R S 1 1 2 2 2 1 2 1 
SF1.6 5,5-8,5 300-800 30R 300R 60R 15R 1 1 2 2 2 2 1 1 
SF1.11 5,5-8,5 300-800 30R S 60R S 1 1 2 2 1 2 1 1 
SF2.11 5,5-8,5 300-800 30R S 60R S 1 1 2 2 2 2 1 2 
SF2.17 5,5-8,5 300-800 30R 300R 60R S 1 1 2 2 1 2 1 2 
SF3.1 7-8,5 300-700 30R 300R 60R S 1 1 2 1 ND ND 1 2 
SF3.3 5,5-8,5 300-600 30R 300R 60R S 1 1 2 1 ND ND 1 2 
SF3.5 7-8,5 300-600 60R 300R 60R S 1 1 2 1 ND ND 2 1* 
SF3.9 5,5-8,5 300-700 S 150R 60R 15R 2 1 2 2 ND ND 1 1 
SF3.10 7-8,5 300-700 60R 300R 60R S 1 1 1 1 ND ND 1 1 
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AISLAMIENTO pH NaCl (mM) Antibiótico (µg/ml) Fuente de Carbono Crecimiento  42ºC 
   Neo Ery Clm Vam Dul D-
Gal 
Xil Lix Rib Mel  Ara  
SF3.20 5,5-8,5 300-700 30R 150R 60R S 1 1 2 1 ND ND 1 1* 
SF3.21 5,5-8,5 300-600 S S 60R S 2 1 2 2 ND ND 2 1* 
SF3.23 7-8,5 300-700 60R 300R 60R S 1 1 2 1 ND ND 1 2 
SF3.33 5,5-8,5 300-700 60R 300R 60R S 2 1 2 1 ND ND 1 2 
SF3.34 5,5-8,5 300-700 15R 150R 60R S 2 1 2 2 ND ND 2 2 
SF3.37 5,5-8,5 300-700 30R 150R 60R S 2 1 2 2 ND ND 2 2 
SF3.40 7-8,5 300-600 30R S 60R 15R 1 1 1 1 ND ND 1 1 
SF3.41 7-8,5 300-700 S S 60R S 1 2 2 2 ND ND 2 2 
SF3.42 5,5-8,5 300-700 60R 300R 60R S 2 1 2 1 ND ND 1 2 
SF3.48 5,5-8,5 300-700 60R 300R 60R S 1 1 2 1 ND ND 1 2 
SF3.49 5,5-8,5 300-700 30R S 60R 15R 2 1 2 1 ND ND 1 1 
SF3.53 5,5-8,5 300-700 60R 300R 60R S 1 1 2 1 ND ND 1 1* 
SF3.55 5,5-8,5 300-700 60R 300R 60R S 2 1 2 2 ND ND 2 1* 
E. meliloti LMG 
6133T 
5,5-8,5 300-800 15R S S S 1 1 2 2 2 1 1 1* 
E. medicae LMG 
19920T 
5,5-8,5 300-800 S S 60R S 1 1 2 2 2 2 2 2 
Los resultados se indican de la siguiente forma: 
R: Resistente; S: Sensible y ND: No Determinado. 
1: La estirpe crece en esta condición, 2: La estirpe no crece en esta condición, 1*: La estirpe crece lentamente en esta condición. 
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6. Rango de hospedador  
Se realizaron ensayos de los 30 aislamientos de M. marina en siete especies 
de Medicago: M. marina, M. minima, M. murex, M. orbicularis, M. polymorpha, M. sativa 
y M. truncatula.  Los resultados (Tabla 20) mostraron la gran variabilidad simbiótica 
que existe en estas estirpes, a pesar de que todas, excepto SF3.41, pertenecen a la 
misma especie. En M. sativa todos los aislamientos dieron lugar a nódulos fijadores 
excepto uno, SF3.48, cuyos nódulos eran ineficientes. Sin embargo, en M. minima y 
M. polymorpha, la mayor parte de los aislamientos formaron únicamente 
abultamientos en la raíz sin llegar a desarrollar nódulos propiamente dichos. Por 
otro lado, los resultados obtenidos en el resto de plantas fueron muy diversos: 
algunas estirpes formaron nódulos fijadores, otras formaron nódulos inefectivos 
para la fijación de nitrógeno, mientras que unas pocas únicamente produjeron 
abultamientos en la raíz. Cabe destacar que el aislamiento SF3.41 perteneciente a la 
especie E. medicae dio lugar a nódulos fijadores en todas las especies de Medicago 
probadas, así como también ocurrió con la estirpe M19.1, usada como cepa de 
referencia de E. medicae en los test de nodulación, ya que la cepa tipo LMG 19920T 
no nodulaba o lo hacía muy tardía y débilmente. 
 
Tabla 20. Nodulación y fijación de nitrógeno de los aislamientos de M. marina y las cepas de 
referencia en plantas de M. sativa, M. polymorpha, M. truncatula, M. murex, M. orbicularis, M. 
minima y M. marina.  
AISLAMIENTO 
M. 
sativa 
M. 
polymorpha 
M. 
truncatula 
M. 
murex 
M. 
orbicularis 
M. 
minima 
M. 
marina 
ORT11 E B E B E E E 
ORT12 E B B B I E E 
ORT13 E B B B E E E 
ORT16 E B I B I I E 
ORT17 E B I B E E E 
ORT18 E B I B E E E 
ORT19 E B I B E E E 
SF1.2 E B I B I E E 
SF1.6 E B E B I E E 
SF1.11 E B I B I E I 
SF2.11 E B I B I I E 
RESULTADOS 
 
 129 
AISLAMIENTO 
M. 
sativa 
M. 
polymorpha 
M. 
truncatula 
M. 
murex 
M. 
orbicularis 
M. 
minima 
M. 
marina 
SF2.17 E B B B I I I 
SF3.1 E B I B E E E 
SF3.3 E B B B I I E 
SF3.5 E B I B E E E 
SF3.9 E B I E I E E 
SF3.10 E B E E E E E 
SF3.20 E B E B E E E 
SF3.21 E B B B I E E 
SF3.23 E B B B E I E 
SF3.33 E B I B I E E 
SF3.34 E B I B I E E 
SF3.37 E B E B E E E 
SF3.40 E B I B E E E 
SF3.41 E E E E E E E 
SF3.42 E B B B I E E 
SF3.48 I B B B I I E 
SF3.49 E I B E I E E 
SF3.53 E B B B E I E 
SF3.55 E B B B E I E 
E. meliloti LMG 
6133T 
E B B B I E I 
E. medicae 
M19.1 
E E E E I E E 
E: Simbiosis efectiva (el peso seco de la parte aérea de las plantas inoculadas fue 
significativamente diferente de los controles sin inocular; P = 0,05). I: Simbiosis inefectiva (el 
peso seco de la parte aérea de las plantas inoculadas no fue significativamente distinto de 
los controles sin inocular; P = 0,05). B: Abultamientos en la raíz. 
 
7. Nodulación en plantas de M. marina 
Con el objetivo de determinar el rango de nodulación de M. marina con otras 
especies del género Ensifer, se inocularon ocho de ellas, E. americanus CFNEI-156T, 
E. arboris LMG 14919T, E. fredii HH103, E. kostiense LMG 15613T, E. kummerowiae 
CCBAU 71714T, E. morelense LCO4T, E. saheli LMG 7837T y E. terangae LMG 7834T en 
plántulas de M. marina, así como en M. sativa como control. Todas nodularon en M. 
RESULTADOS 
 
 130 
sativa pero únicamente E. kummerowiae CCBAU 71714T noduló de forma eficiente las 
dos plantas, mientras que E. kostiense LMG 15613T, E. americanus CFNEI-156T y E. 
terangae LMG 7834T solo fueron capaces de formar pequeños nódulos blancos sobre 
M. marina. Y las especies E. arboris, E. fredii, E. morelense y E. saheli no indujeron la 
formación de nódulos en esta planta.  
 
8. Análisis filogenético de los genes simbióticos nodC y nodA  
Teniendo en cuenta que los aislamientos de M. marina presentaron un 
comportamiento simbiótico bastante diverso sobre las distintas especies de Medicago 
probadas en contraposición con lo ocurrido en su planta de origen, donde la 
mayoría de ellos formaron nódulos eficientes, se decidió estudiar si pertenecían a 
diferentes simbiovariedades. Para ello se procedió a la secuenciación y análisis del 
gen nodC, que junto con nodA y nodB son los más empleados para este tipo de 
estudios.   
Usando los cebadores nodC-F y nodC-R (Laguerre et al., 2001) se ha amplificado, 
secuenciado y analizado un fragmento de 780 pb del gen nodC, y se ha comparado 
con las secuencias del mismo gen de otras estirpes pertenecientes a las diferentes 
simbiovariedades de E. meliloti. El resultado mostró que todos los aislamientos 
identificados como E. meliloti compartían una secuencia del gen nodC bastante 
similar (99%) a la de la cepa E. meliloti ATCC 9930T, perteneciente a la sv. meliloti. 
En la Figura 22 se representan únicamente algunos aislamientos representativos. 
Además, el aislamiento SF3.41 se relacionó con la cepa tipo E. medicae A321T y otras 
estirpes de E. medicae que no pertenecen a ninguna simbiovaridad definida.   
En el caso concreto de E. meliloti, algunas simbiovariedades están descritas por la 
secuencia de nodA, por lo que se ha amplificado mediante los cebadores nodAext-F 
y nodAext-R y secuenciado un fragmento de 695 pb de algunos aislamientos 
representativos, cuya relación con diferentes simbiovariedades de E. meliloti se 
puede ver en la Figura 23. En ella se aprecia que todos esos aislamientos se asemejan 
en la secuencia del gen nodA a la cepa tipo E. meliloti ATCC 9930T perteneciente a la 
sv. meliloti, excepto el aislamiento SF3.41 cuya mayor relación se establece con la 
cepa E. medicae A3 
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Figura 22.  Árbol filogenético donde se aprecia la relación entre las secuencias del gen nodC 
de una serie de aislamientos seleccionados con diferentes cepas de E. meliloti pertenecientes 
a distintas simbiovariedades y E. medicae. Se muestran las cepas y los números de acceso de 
todas las secuencias. Los valores de “bootstrap” representan los porcentajes obtenidos a 
partir de 1000 réplicas.  
sv. 
meliloti 
sv. rigiduloides 
sv. medicaginis 
sv. mediterranense 
sv. lancerottense 
 Ensifer kummerowiae CCBAU 71714T (GU994071.1) 
 Ensifer meliloti 1021 (AE006469) 
 Ensifer meliloti ORT17 (KP765355) 
 Ensifer meliloti ORT19 (KP765357) 
 Ensifer meliloti SF3.20 (KP765365) 
 Ensifer meliloti RP254 (DQ413012) 
 Ensifer meliloti ATCC 9930T (EF209423) 
 Ensifer meliloti SF3.3 (KP765362) 
 Ensifer meliloti SF3.23 (KP765367) 
 Ensifer meliloti SF3.34 (KP765369) 
 Ensifer medicae SF3.41 (KP765372) 
 Ensifer medicae A 321T (EF428921) 
 Ensifer medicae CCBAU 33036A (DQ010035) 
 Ensifer medicae WSM419 (CP000740) 
 Ensifer meliloti LAO2 (EF428926N) 
 Ensifer meliloti LAIII42 (EF428925) 
 Ensifer meliloti CC2003 (GQ507364) 
 Ensifer meliloti USDA 1170 (AF522456) 
 Ensifer meliloti STM 4103 (KC848534) 
 Ensifer meliloti STM 4084 (KC848539) 
 Ensifer meliloti STM 3164 (KC848540) 
 Ensifer meliloti 6II1p (KC848543) 
 Ensifer meliloti M29 (KC848545) 
 Ensifer meliloti LILM2009 (FJ792816) 
 Ensifer meliloti 4H41 (DQ333891) 
 Ensifer meliloti GVPV12 (FJ462796) 
 Ensifer meliloti Llan-3 (FM178856) 
 Ensifer meliloti Llan-2 (FM178855) 
 Ensifer meliloti Lse-2 (FM178858) 
 Ensifer meliloti Llan-6 (FM178857) 
99 
100 
92 
100 
96 
68 
100 
100 
100 
100 
100 
94 
86 
85 
100 
80 
61 
0.05 
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Figura 23. Árbol filogenético donde se aprecia la relación entre las secuencias del gen nodA 
de una serie de aislamientos seleccionados con diferentes cepas de E. meliloti pertenecientes 
a distintas simbiovariedades y E. medicae. Se muestran las cepas y los números de acceso de 
todas las secuencias. Los valores de “bootstrap” representan los porcentajes obtenidos a 
partir de 1000 réplicas. 
 
 
 
 
 
 
sv. mediterranense 
sv. rigiduloides 
sv. meliloti 
sv. medicaginis 
 Ensifer meliloti 4H41 (FJ800056) 
 Ensifer meliloti LILM2009 (FJ792817) 
 Ensifer meliloti STM 4084 (KC848518) 
 Ensifer meliloti 6II1p (KC848522) 
 Ensifer meliloti STM 4103 (KC848527) 
 Ensifer meliloti STM 3164 (KC848519) 
 Ensifer meliloti M29 (KC848524) 
 Ensifer medicae 5M18 (FJ800087) 
 Ensifer medicae SF3.41 (KP765348) 
 Ensifer medicae A321T (AJ300224) 
 Ensifer meliloti ORT19 (KP890697) 
 Ensifer meliloti SF3.20 (765346) 
 Ensifer meliloti ORT17 (KT199240) 
 Ensifer meliloti SF3.3 (KT199241) 
 Ensifer meliloti SF3.23 (KT199242) 
 Ensifer meliloti SF3.34 (KT199243) 
 Ensifer meliloti ATCC 9930T (FJ800094) 
 Ensifer meliloti 042B (AF038577) 
 Ensifer meliloti STM 2836 (DQ406577) 
 Ensifer meliloti STM 2835 (DQ406578) 100 
69 
99 
72 
93 
66 
63
0.1 
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Todos estos resultados demuestran que los simbiontes de M. 
marina en las áreas del suroeste de Andalucía pertenecen 
principalmente a la especie E. meliloti sv. meliloti con la excepción de 
uno de ellos que fue identificado como E. medicae. Además, en 
condiciones de laboratorio esta planta puede ser nodulada por E. 
kumerowiae CCBAU 71714T. Las cepas aisladas fueron tolerantes a 
diversos factores de estrés abiótico, lo cual indica que el uso de la 
simbiosis entre M. marina y algunos de estos aislamientos pueden ser 
empleados para la estabilización de los sistemas dunares y 
enriquecerlos con materia orgánica. 
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Capítulo 3 
 
Implicación del gen nolG en la simbiosis Ensifer 
meliloti y E. medicae con Medicago sativa y en la 
resistencia a metales pesados. 
 
Los análisis físico-químicos realizados a los suelos de las áreas en las que se ha 
desarrollado este estudio mostraron que se trataba de zonas contaminadas por metales 
pesados provenientes de la antigua industria minera y los sedimentos fluviales que allí 
se depositaron. Estos resultados llevaron al estudio de la resistencia a metales pesados 
de las bacterias aisladas de estas zonas y de los posibles mecanismos genéticos que 
originan dicha resistencia. 
Tras hacer un rastreo de algunos de los genes que podrían estar implicados en la 
resistencia a metales pesados en bacterias, se seleccionó el gen nolG para hacer un estudio 
más extenso. Este gen ha sido descrito como uno de los constituyentes del sistema RND 
(resistencia-nodulación-división celular) probablemente implicado en la expulsión de 
metales pesados al espacio extracelular como sistema de defensa frente a éstos. Hasta la 
fecha no se conoce el papel de nolG en la simbiosis Ensifer meliloti y E. medicae con M. 
sativa, aunque, como se encuentra en un operón junto con nodM, nodN y nolF y bajo un 
promotor inducible por flavonoides, ha sido denominado como un gen de nodulación 
más. Por lo tanto, se planteó estudiar su posible implicación no sólo en la tolerancia a 
metales de estas cepas sino también en la simbiosis con esta planta.   
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1. Metales pesados presentes en las zonas de estudio 
Como se ha visto en los resultados del Capítulo 1 de esta Tesis (Tabla 9), el 
análisis físico químico de los suelos dio a conocer las grandes concentraciones de algunos 
metales pesados presentes en las zonas “Recuperada”, “No Recuperada” y “Minas de 
Río Tinto”. En la Tabla 21 se ha hecho un resumen de la presencia de metales pesados 
en cada zona, detallándose sólo los metales que alcanzaron niveles considerados como 
de contaminación en los parques naturales siguiendo los “Criterios y estándares 
aplicados en Andalucía y publicados por Galán et al. (1999). En ella se puede observar 
que los suelos del “Arenal seco” y “Arenal inundado” de las Marismas del Odiel se 
pueden considerar como no contaminados en función a los valores de metales pesados 
encontrados. Las zonas “No recuperada” y “Recuperada” de las Marismas del Odiel 
serían consideradas como áreas de tratamiento obligatorio por los niveles detectados de 
Zn y de Pb, y como áreas de investigación obligatoria en cuanto a sus niveles de Hg, 
aunque los valores más destacados son los de As y Cu, 3 y 10 veces por encima del valor 
de intervención en parque naturales respectivamente. El suelo obtenido de las cercanías 
a las Minas de Río Tinto presentó niveles de Cu que lo calificaron como de tratamiento 
obligatorio, mientras que en relación a los niveles de Ni, Hg y Cr lo harían de 
investigación recomendable.  
Además de las Marismas del Odiel y Río Tinto, se realizó un estudio físico-químico a los 
suelos de las dunas de San Fernando, lugar donde se hicieron nuevos aislamientos de 
M. marina. Esta zona, al igual que la zona del “Arenal Seco”, donde se aislaron los 
primeros simbiontes de M. marina no presentó valores de concentración de metales 
pesados considerados como contaminantes, (Tabla 21). 
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Tabla 21. Nivel de contaminación por metales pesados de los suelos de las zonas de estudio en 
Marismas del Odiel, Río Tinto y San Fernando. 
PARCELA METALES PESADOS 
O2-1 Arenal seco  
(Marismas del Odiel) 
A 
O2-3 Arenal inundado  
(Marismas del Odiel) 
A 
O3-1 No recuperado  
(Marismas del Odiel) 
 
Cu (10X) 
Zn D 
Pb D 
As (3X) 
Hg C 
O3-2 Recuperado  
(Marismas Odiel) 
Cu (10X) 
Zn D 
Pb D 
As (3X) 
Hg C 
RT2  
 Minas de Río Tinto 
Cu C 
Ni B 
Hg B 
Cr B 
Dunas de San Fernando A 
A: No contaminado, B: Investigación recomendable, C: Investigación obligatoria, D: Tratamiento 
obligatorio (nivel de intervención), 3X: 3 veces el nivel de intervención en parque naturales, 10X: 
10 veces nivel de intervención en parque naturales. 
 
2. Resistencia a metales pesados de los aislamientos de nódulos de 
leguminosas de las áreas de estudio  
Se llevó a cabo un estudio de la tolerancia a metales pesados de las bacterias 
aisladas de leguminosas procedentes de todas las zonas, tanto de las Marismas del Odiel 
como de Río Tinto como de las dunas de San Fernando, mediante la inoculación en forma 
de pequeños parches sobre placas de medio TY con distintas concentraciones de los 
metales As, Co, Cr, Cs, Cu, Ni, Zn, Cd, Ag y Hg, en las formas de Na2HAsO4· 7H2O, 
CoCl2, K2Cr2O7, CsCl, CuSO4· 5H2O, NiCl2, ZnSO4· 7H2O, CdCl2, AgNO3, HgCl2.  
De manera general, los resultados mostraron que las bacterias más tolerantes a 
estos metales fueron las aisladas de nódulos de plantas de Medicago en las zonas del 
“Arenal seco”, concretamente las cepas ORT12 y ORT16 aisladas de M. marina y ORT24 
y ORT28 de Medicago sp.; ORT47 de M. polymorpha de la “Ribera del Río Tinto” y SF1.2 
de M. marina de las “dunas de la playa de San Fernando”, también fueron bastante 
resistentes. En cambio, ORT3, ORT8, ORT9 y ORT10, que se aislaron de la zona 
“Recuperada”, fueron las que presentaron menor tolerancia a metales (datos no 
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mostrados). Los valores de concentración de metales a los que crecen las bacterias 
descritos por Nieto et al. (1987) además de los referidos por Brim et al. (1999) que son 
considerados como valores de resistencia, son los valores de 10 mM para As, 1 mM para 
Ag, Cd, Cu, Ni, Pb y Zn; 0,5 para Cr y Co y 0,1 mM para Hg.  
Tras un primer y extenso barrido, se seleccionaron una serie de aislamientos bien 
por ser representativos de una zona en particular por las resistencias mostradas o bien 
por ser los que mayor número de resistencias presentaba y se compararon con las dos 
estirpes tipo LMG1 9922T de E. mediace y LMG 6133T de E. meliloti. En concreto, fueron 
las cepas ORT12, ORT16, SF1.2 y SF3.41 aisladas de M. marina; ORT24, ORT28 aisladas 
de Medicago sp.; ORT32, ORT44 y ORT46 de Trifolium sp y ORT47, aislada de M. 
polymorpha. Estos aislamientos fueron ensayados nuevamente con distintas 
concentraciones de los metales As, Cd, Co, Cr, Cu, Ni y Zn, puesto que no se encontraron 
valores de tolerancia cercanos a los considerados de resistencia para el Hg, hasta 
determinar la concentración más alta que les permitió crecer, (Tabla 22). Entre los 
aislamientos con mayor resistencia se encontraron ORT12, ORT28 y SF1.2; destacando 
por crecer hasta 1,5 mM de Zn, aunque los demás aislamientos probados presentaron 
valores de tolerancia, en general, bastante similares. En la Tabla 2 se pueden observar 
los valores de resistencia en mM de cada aislamiento a los diferentes metales, así como 
el sumatorio de todas las resistencias en la columna de la derecha como un modo de 
describir qué cepas son las más tolerantes. 
 
Tabla 22. Niveles máximos de resistencia a metales pesados de una selección de aislamientos de 
las zonas de las Marismas del Odiel y Río Tinto (ORT), de las dunas de San Fernando (SF) y de 
las cepas de referencia de E. meliloti y E. medicae. 
 
PLANTA 
 
CEPA 
As 
(10) 
Cd 
(0,5) 
Co 
(0,5) 
Cr 
(0,5) 
Cu 
(1) 
Ni 
(1) 
Zn 
(1) 
Resistencia 
total 
(mM) 
M. marina ORT12 15 0,2 1 0,3 2,5 2 1,5 22,5 
M. marina ORT16 15 0,2 1 0,3 2,5 2 1 22 
Medicago sp. ORT24 15 0,2 1 0,3 2,5 2 1 22 
Medicago sp. ORT28 15 0,2 1 0,3 2,5 2 1,5 22,4 
Trifolium sp. ORT32 15 0,25 0,5 0,2 2 2 1 20,95 
Trifolium sp. ORT44 15 0,2 1 0,2 2 2 1 21,4 
Trifolium sp. ORT46 15 0,2 1 0,1 2 2 1 21,3 
M. 
polymorpha 
ORT47 15 0,2 0,5 0,3 2 2 1 21 
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PLANTA 
 
CEPA 
As 
(10) 
Cd 
(0,5) 
Co 
(0,5) 
Cr 
(0,5) 
Cu 
(1) 
Ni 
(1) 
Zn 
(1) 
Resistencia 
total 
(mM) 
M. marina SF1.2 15 0,25 1 0,5 2 2 1,5 22,25 
M.marina SF3.41 15 0,25 1 0,2 2 2 1 21,45 
E. medicae 
LMG 
19920T 
15 0,2 0,5 0,2 2 2 1 20,9 
E. meliloti 
LMG 
6133T 
15 0,2 1 0,3 2 2 1 21,5 
( ): Concentración en mM a partir de la cual una bacteria es considerada resistente (Nieto et al., 
1987; Brim et al., 1999). 
 
3. Búsqueda de genes de resistencia a metales pesados 
Contando con bacterias resistentes a metales pesados muy diversos, se buscaron 
genes que podían estar implicados en algunos de los mecanismos de defensa.  
 
3.1 Gen SMc04128 de E. meliloti 1021 que codifica una ATPasa de tipo PIB con 
alta similitud al gen cadA 
Dado que tanto en E. meliloti 1021 como E. medicae WSM419 presentaron un gen con 
una alta similitud al gen cadA en sus genomas, se determinó la presencia de este gen en 
todos los aislamientos pertenecientes a E. meliloti de M. marina, así como en el único 
aislamiento de esta planta identificado como E. medicae (SF3.41). Tras diseñar los 
cebadores cadA-2146F, cadA-2146R, cadA-28Emedic-F y cadA-1641Emedic-R, sobre las 
secuencias del gen cadA en E. meliloti 1021 (SMc04128) y E. medicae WSM419 
respectivamente, se comprobó mediante amplificación por PCR la presencia del mismo 
en todos los aislamientos de M. marina. Por este motivo, se llevó a cabo un análisis más 
detallado de la resistencia a Cd y Zn en todos ellos. Los resultados se muestran en la 
Tabla 23, donde se puede ver que ninguno de los aislamientos presentaba resistencia a 
Cd por encima del valor de 0,5 mM. Sin embargo, la resistencia a Zn de todos los 
aislamientos superó el valor de 1 mM de concentración en el medio de cultivo. 
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Tabla 23. Resistencia a cadmio y cinc de los aislamientos de M. marina 
AISLAMIENTO METAL PESADO (mM) 
 Cd Zn 
ORT11 0,1 1,25 
ORT12 0,2 1,5 
ORT13 0,1 1,25 
ORT16 0,2 1,25 
ORT17 0,2 1,25 
ORT18 0,2 1,25 
ORT19 0,2 1,25 
SF1.2 0,25 1,5 
SF1.6 0,2 1 
SF1.11 0,2 1 
SF2.11 0,2 1 
SF2.17 0,35 1,25 
SF3.1 0,25 1,25 
SF3.3 0,25 1,25 
SF3.5 0,25 1,25 
SF3.9 0,35 1,25 
SF3.10 0,35 1,25 
SF3.20 0,35 1,25 
SF3.21 0,25 1,25 
SF3.23 0,25 1,25 
SF3.33 0,35 1,25 
SF3.34 0,25 1,25 
SF3.37 0,35 1,25 
SF3.40 0,25 1,25 
SF3.41 0,25 1,25 
SF3.42 0,25 1,25 
SF3.48 0,25 1,25 
SF3.49 0,35 1,25 
SF3.53 0,35 1,25 
SF3.55 0,35 1,25 
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AISLAMIENTO METAL PESADO (mM) 
 Cd Zn 
E. meliloti LMG 6133T 0,25 1 
E. medicae LMG 19920T 0,1 ND 
 
3.2 Gen nolG 
 
El gen nolG está descrito como uno de los componentes de un sistema RND, cuya 
función como bomba de exclusión de metales ha sido descrita por Tseng et al. (1999), 
pero del que no se conocen exactamente los sustratos que transporta. Además, como se 
ha mencionado, este gen se encuentra en tercer lugar en un operón constituido por 
cuatro genes, dos de ellos, el primero y el ultimo, nodM y nodN, respectivamente, están 
descritos como genes de nodulación (Baev et al., 1992) y los dos genes centrales nolF y 
nolG forman parte de los componentes del sistema RND (Eda et al., 2011). 
Para abordar el estudio de la implicación de nolG en la tolerancia a metales se 
seleccionaron las estirpes más resistentes a éstos o con alguna otra característica que las 
hiciera interesantes. Fueron seleccionadas las estirpes E. meliloti ORT12 por estar entre 
las tres más resistentes y la estirpe E. medicae SF3.41 porque era bastante resistente y por 
ser el único aislamiento de M. marina perteneciente a la especie E. medicae. 
En primer lugar, se diseñaron los cebadores nolG-2522-F y nolG-2522-R en base a la 
secuencia del gen nolG de E. meliloti 1021, con los que se amplificó un fragmento de 
aproximadamente 2,5 kb y se comprobó la presencia de este gen en ambos aislamientos, 
como se muestra en la Figura 24. 
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Figura 24. Amplificación por PCR de un fragmento de aproximadamente 2,5 kb correspondiente 
al gen nolG. 1, E. meliloti ORT12; 2, E. medicae SF3.41; 3, control negativo; 4, marcador de peso 
molecular λ-HindIII. 
 
3.2.1 Secuenciación del gen nolG en las estirpes de E. meliloti ORT12 y E. medicae SF3.41 
Se han secuenciado 3105 de las 3198 pb que tiene el gen nolG de las estirpes ORT12 
y SF3.41. La secuencia de ORT12 mostró 18 diferencias puntuales con la secuencia de 
nolG de E. meliloti 1021 (Figura 25). Sin embargo, solamente se ha encontrado una 
diferencia puntual entre las secuencias del gen nolG de SF3.41 con respecto a la de la cepa 
tipo E. medicae WSM419 (Figura 26). 
 
ORT12        1 -----------------------------------------------GATGATGGTGATG 
Sm1021       1 ATGTTCCTCACACGTATCAGCATCAACCATCCGGTCTTCGCTACCATGATGATGGTGATG 
consensus    1 atgttcctcacacgtatcagcatcaaccatccggtcttcgctaccatGATGATGGTGATG 
 
 
ORT12      134 AGCGAGATCTCACGGCCGATTGAGGCGGCGCTCAACACAATCGGCGGAATCGACACCATC 
Sm1021     181 AGCGAGATCTCACGGCCGATTGAGGCGGCGCTCAACACTATCGGCGGAATCGACACCATC 
consensus  181 AGCGAGATCTCACGGCCGATTGAGGCGGCGCTCAACAC ATCGGCGGAATCGACACCATC 
 
 
ORT12      794 GGTTTGCACATCGTTAAGGTCCAAGGCGCCAACACGGTCGAGGTGGCGTCCGCAGTTCGC 
Sm1021     841 GGTTTGCACATCGTTAAGGTCCAAGGCGCCAACACGGTCGAGGTTGCGTCCGCAGTTCGC 
consensus  841 GGTTTGCACATCGTTAAGGTCCAAGGCGCCAACACGGTCGAGGT GCGTCCGCAGTTCGC 
 
 
ORT12      974 GGAGGTGTTCTGTCAGTGCTGATCGTGTTCATATTTTTGAACTCCTGGCGATCCACGGTT 
Sm1021    1021 GGAGGTGTTCTGTCCGTGCTGATCGTGTTCATATTTTTGAACTCCTGGCGATCCACGGTT 
consensus 1021 GGAGGTGTTCTGTC GTGCTGATCGTGTTCATATTTTTGAACTCCTGGCGATCCACGGTT 
 
 
ORT12     1034 ATCACCGGCCTTACCCTCCCCATTTCAGTTATTGGCACATTCGCGGCAATTTACGCTCTC 
Sm1021    1081 ATCACCGGCCTTACTCTCCCCATTTCAGTTATTGGCACATTCGCGGCAATTTACGCTCTC 
consensus 1081 ATCACCGGCCTTAC CTCCCCATTTCAGTTATTGGCACATTCGCGGCAATTTACGCTCTC 
 
 
ORT12     1394 CTTGATCCGATGCTGTCGAGCATTTGGTGCGATCCCCAATCTCAAAAAACTGCCAAGCGA 
Sm1021    1441 CTTGATCCGATGCTGTCGAGCGTTTGGTGCGATCCCCAATCTCAAAAAACTGCCAAGCGA 
consensus 1441 CTTGATCCGATGCTGTCGAGCaTTTGGTGCGATCCCCAATCTCAAAAAACTGCCAAGCGA 
 
 
ORT12     1754 ACGTATTCCACTATCAATTCCGGGGAAATGCGTGGCTTCAACAAGGCCCTGGTGGCCGTG 
Sm1021    1801 ACGTATTCAACTATCAATTCCGGGGAAATGCGTGGCTTCAACAAGGCCCTGGTGGCCGTG 
consensus 1801 ACGTATTC ACTATCAATTCCGGGGAAATGCGTGGCTTCAACAAGGCCCTGGTGGCCGTG 
       1                    2                      3                  4 
23,1 kb 
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ORT12     1874 CGGCGGCTTTCCAGAATCGCCGGCCTCGAAATCTCAGTCGGACAGCGTTCGGAAGTGGTC 
Sm1021    1921 CGGCGGCTTTCCAGGATCGCCGGCCTCGAAATCTCAGTCGGACAGCGTTCGGAAGTGGTC 
consensus 1921 CGGCGGCTTTCCAGaATCGCCGGCCTCGAAATCTCAGTCGGACAGCGTTCGGAAGTGGTC 
 
 
ORT12     1934 GGATCGATAAAGCCGTTACAATTGTCGATCCTCGGGGATGGTGACGAGGAGCTGCGACGG 
Sm1021    1981 GGATCGATAAAGCCGTTACAATTGTCGATCCTCGGGGATGGTGACGAGGAGTTGCGACGG 
consensus 1981 GGATCGATAAAGCCGTTACAATTGTCGATCCTCGGGGATGGTGACGAGGAG TGCGACGG 
 
 
ORT12     2114 CTCGGCGTGTCAATCGCAACGATAGGCGATACACTCAGGTCCCTAGTCGCGGGTGATGCA 
Sm1021    2161 CTCGGCGTGTCGATCGCAACGATAGGCGATACACTCAGGTCACTAGTCGCGGGTGATGCA 
consensus 2161 CTCGGCGTGTCaATCGCAACGATAGGCGATACACTCAGGTC CTAGTCGCGGGTGATGCA 
 
 
ORT12     2174 ATATCTGTATGGAACAGCCCTGACGGAGAATCCCACGATGTCGTGGTGCGCCTCCCCGCC 
Sm1021    2221 ATATCTGTATGGAACAGCCCTGACGGAGAAACCCACGATGTCGTGGTGCGCCTCCCCGCC 
consensus 2221 ATATCTGTATGGAACAGCCCTGACGGAGAA CCCACGATGTCGTGGTGCGCCTCCCCGCC 
 
 
ORT12     2414 GAAGGAAGGACGTTGGGCGACGTTGTGGCCGATCTGAAGGCCGCGATCACAAAGATGGAT 
Sm1021    2461 GAAGGAAGGACGTTGGGCGACGTTGTGGCCGATCTGAAGGCCGCGATGACAAAGATGGAT 
consensus 2461 GAAGGAAGGACGTTGGGCGACGTTGTGGCCGATCTGAAGGCCGCGAT ACAAAGATGGAT 
 
 
ORT12     2894 GGCTTGGGCGAAGGCGGCGCGCAGCGCGCGCCAATGGCCCATGCAATCATCGGCGGATTG 
Sm1021    2941 GGCTTGGGCGAAGGCGGCGCGCAGCGCGCGCCAATGGCCCATGCAATCATCGGCGGGTTG 
consensus 2941 GGCTTGGGCGAAGGCGGCGCGCAGCGCGCGCCAATGGCCCATGCAATCATCGGCGGaTTG 
 
 
ORT12     2954 ATATCCTCCACCCTCCTCAGTTTGGTCTTTGTGCCTGTCGTGCTGACTTATCTTGGTGCC 
Sm1021    3001 ATATCCTCCACCCTCCTCAGTTTGGTCTTTGTGCCTGTCGTGCTGACTTATCTTGATGCC 
consensus 3001 ATATCCTCCACCCTCCTCAGTTTGGTCTTTGTGCCTGTCGTGCTGACTTATCTTGgTGCC 
 
 
ORT12     3014 TTCGCCGGGCGCGTAAGGCGCTGGGTGCCTTCTCCTACTGAATCGAATGCTTCGGCTCAG 
Sm1021    3061 TTCGCCGGGCGCGTAAGGCGCTGGGTGCCTTCTCCTACTGGATCGAATGCTTCGGCTCAG 
consensus 3061 TTCGCCGGGCGCGTAAGGCGCTGGGTGCCTTCTCCTACTGaATCGAATGCTTCGGCTCAG 
 
 
ORT12     3074 CACGATCGGTCCGATAAGACTAAAGCTCCTGC---------------------------- 
Sm1021    3121 CACGACGGGTCCGATAAGACTAAAACTCCTGCTTGCGCTCTCACAAGCCAGGATCAGTTA 
consensus 3121 CACGA  GGTCCGATAAGACTAAAgCTCCTGCttgcgctctcacaagccaggatcagtta 
 
 
ORT12          ------------------ 
Sm1021    3181 GGGACAACAATTATGTGA 
consensus 3181 gggacaacaattatgtga 
 
Figura 25. Alineamiento de los fragmentos en los que se han encontrado cambios de la secuencia 
de nucleótidos del gen nolG de E. meliloti ORT12 con la correspondiente secuencia homóloga de 
E. meliloti 1021. 
En negro se muestran los residuos idénticos entre las distintas secuencias de nucleótidos, en gris 
los residuos similares y en blanco los diferentes. 
 
 
 
SF3.41       1 ---------------------------------------------------------ATG 
WSM419       1 ATGTTCCTCACACGTATCAGCATCAACCATCCGGTCTTCGCTACCATGATGATGGTGATG 
consensus    1 atgttcctcacacgtatcagcatcaaccatccggtcttcgctaccatgatgatggtgATG 
 
 
SF3.41    2764 CTAGGCGTTCGCGAAGGCAAAAGCCTGCGTCAGAGCCTTGCAGATGCCGGAGCGGTAAGA 
WSM419    2821 CTAGGCGTTCGCGAAGGCAAAAGCCTGCGTCAGAGCCTTGCAGATGCCGGAGCAGTAAGA 
consensus 2821 CTAGGCGTTCGCGAAGGCAAAAGCCTGCGTCAGAGCCTTGCAGATGCCGGAGCgGTAAGA 
 
 
SF3.41    3064 CACGACGGGTCCGATAAGACTAAAACTCCTGCTTGCGCTCTC------------------ 
WSM419    3121 CACGACGGGTCCGATAAGACTAAAACTCCTGCTTGCGCTCTCACAAGCCAGGATCAGTCA 
consensus 3121 CACGACGGGTCCGATAAGACTAAAACTCCTGCTTGCGCTCTCacaagccaggatcagtca 
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SF3.41         ------------------ 
WSM419    3181 GGGACAACAATCATGTGA 
consensus 3181 gggacaacaatcatgtga 
 
 
Figura 26. Alineamiento de los fragmentos en los que se han encontrado cambios de la secuencia 
de nucleótidos del gen nolG de E. medicae SF3.41 con la correspondiente secuencia homóloga de 
E. medicae WSM419. 
En negro se muestran los residuos idénticos entre las distintas secuencias de nucleótidos, en gris 
los residuos similares y en blanco los diferentes. 
 
 
Así mismo, se han comparado las secuencias de aminoácidos de las proteínas 
NolG de ambos aislamientos, ORT12 y SF3.41, con las secuencias de las estirpes E. meliloti 
1021 y E. medicae WSM419, respectivamente, encontrándose 7 aminoácidos diferentes en 
ORT12 con respecto a E. meliloti 1021 (Figura 27), y ninguno en SF3.41 respecto a E. 
medicae WSM419. 
 
ORT12        1 ----------------MMVMILVLGLFSYGRLGVDHYPETDLPVVVVATTYTGASPESVE 
Sm1021       1 MFLTRISINHPVFATMMMVMILVLGLFSYGRLGVDHYPETDLPVVVVATTYTGASPESVE 
consensus    1 mfltrisinhpvfatmMMVMILVLGLFSYGRLGVDHYPETDLPVVVVATTYTGASPESVE 
 
 
ORT12      465 LDPMLSSIWCDPQSQKTAKRGFFGQLIERFDQWFEGLASRYRSVIYFTFDYRKTTIAIVL 
Sm1021     481 LDPMLSSVWCDPQSQKTAKRGFFGQLIERFDQWFEGLASRYRSVIYFTFDYRKTTIAIVL 
consensus  481 LDPMLSSiWCDPQSQKTAKRGFFGQLIERFDQWFEGLASRYRSVIYFTFDYRKTTIAIVL 
 
 
ORT12      705 LGVSIATIGDTLRSLVAGDAISVWNSPDGESHDVVVRLPAAGRENAAQLRNLPIATARMD 
Sm1021     721 LGVSIATIGDTLRSLVAGDAISVWNSPDGETHDVVVRLPAAGRENAAQLRNLPIATARMD 
consensus  721 LGVSIATIGDTLRSLVAGDAISVWNSPDGEsHDVVVRLPAAGRENAAQLRNLPIATARMD 
 
 
ORT12      765 DNGKPIMVLLDQVADVVESTAPAQITRKDLSRDIRISSNIEGRTLGDVVADLKAAITKMD 
Sm1021     781 DNGKPIMVLLDQVADVVESTAPAQITRKDLSRDIRISSNIEGRTLGDVVADLKAAMTKMD 
consensus  781 DNGKPIMVLLDQVADVVESTAPAQITRKDLSRDIRISSNIEGRTLGDVVADLKAAiTKMD 
 
 
ORT12      945 LRPIVMTTLAMIFGMLPTALGLGEGGAQRAPMAHAIIGGLISSTLLSLVFVPVVLTYLGA 
Sm1021     961 LRPIVMTTLAMIFGMLPTALGLGEGGAQRAPMAHAIIGGLISSTLLSLVFVPVVLTYLDA 
consensus  961 LRPIVMTTLAMIFGMLPTALGLGEGGAQRAPMAHAIIGGLISSTLLSLVFVPVVLTYL A 
 
 
ORT12     1005 FAGRVRRWVPSPTESNASAQHDRSDKTKAP--------------- 
Sm1021    1021 FAGRVRRWVPSPTGSNASAQHDGSDKTKTPACALTSQDQLGTTIM 
consensus 1021 FAGRVRRWVPSPT SNASAQHD SDKTK Pacaltsqdqlgttim 
 
Figura 27. Alineamiento de los fragmentos en los que se han encontrado cambios de la secuencia de 
aminoácidos de la proteína NolG de E. meliloti ORT12 con la correspondiente proteína homóloga de E. 
meliloti 1021. 
En negro se muestran los residuos idénticos entre las distintas secuencias de aminoácidos, en gris los 
residuos similares y en blanco los diferentes. 
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4. Construcción de un mutante en el gen nolG de E. meliloti 
ORT12 y de E. medicae SF3.41 
Previamente a la construcción de los mutantes se obtuvieron variantes resistentes 
espontáneos a rifampicina de las estirpes ORT12 y SF3.41 que recibieron los nombres de 
SVQ747 y SVQ748, respectivamente, y que son las que se emplearán a partir de este 
momento en todos los experimentos sucesivos como estirpes parentales.  
Los mutantes en el gen nolG se construyeron mediante la inserción del casete lacZ-
Gm. Para ello se construyó previamente el plásmido pMUS1216, que porta un fragmento 
de 2522 pb de la parte central del gen nolG de E. meliloti 1021 amplificado por PCR y 
clonado en el plásmido pGEMT-easy. Este plásmido se digirió con el enzima BamHI cuya 
única diana se encuentra en el interior de la secuencia del gen nolG. El plásmido 
linealizado de ~5,5 kb se ligó con un fragmento de ~4,4 Kb que contiene el casete lacZ-
Gm digerido con BamHI y obtenido a partir del plásmido pAB2001. La inserción del 
casete en el gen nolG mediante esta estrategia dio lugar al plásmido pMUS1228 (Figura 
28). Finalmente, este plásmido se digirió con la enzima NotI para así extraer el fragmento 
correspondiente al gen nolG con la inserción del casete, se convirtieron los extremos 
cohesivos en romos mediante la enzima Klenow y finalmente se ligó en romo al 
plásmido pK18mob, suicida en rizobios, en el punto SmaI del mismo, dando lugar al 
plásmido pMUS1256. Para finalizar la construcción del mutante en nolG, este plásmido 
se homogenotizó en las estirpes parentales SVQ747 y SVQ748 y de esta forma se 
obtuvieron los mutantes SVQ749 (= SVQ747 nolG::lacZ) y SVQ 750 (= SVQ748 nolG::lacZ). 
 
La homogenotización de la mutación se confirmó mediante hibridación, 
digiriendo el ADN total de las estirpes parentales SVQ747 y SVQ748 y de los mutantes 
SVQ749 y SVQ750 con la enzima NruI. Como sonda de hibridación se usó el producto 
de PCR amplificado con los cebadores nolG_2522F y nolG_2522R, que lleva incorporado 
nucleótidos marcados con digoxigenina. Mediante el ensayo de hibridación se comprobó 
que las estirpes mutantes SVQ749 y SVQ750 presentaban una única banda 4,4 kb mayor 
que la única banda de la estirpe parental, correspondiente a la inserción del casete lacZ-
Gm en el gen nolG, (Figura 29). 
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Figura 28. Construcción de los mutantes SVQ749 y SVQ750 por en inserción del casete lacZ-Gm 
en el gen nolG de E. meliloti SVQ747 y E. medicae SVQ748 respectivamente.  
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Figura 29. Hibridación en Southern para comprobar los mutantes en el gen nolG por inserción del 
casete lacZ-Gm; A, carril 1: SVQ747; carril 2: SVQ749; carril 3: marcador λ HindIII. B, carril 1: 
SVQ748; carril 2: SVQ750; carril 3: marcador λ HindIII. 
 
Paralelamente se amplificó mediante PCR una secuencia de 3257 pb a partir del 
ADN genómico de las estirpes parentales SVQ747 y SVQ748, correspondiente al gen 
nolG completo. Para ello, se utilizaron los cebadores nolG+27F-KpnI y nolG+40R-XbaI, 
portadores de ambas dianas y los productos de la PCR de ambas estirpes se digirieron 
con las enzimas KpnI y XbaI y se clonaron en el vector pBBR1MCS-2, previamente 
digerido con las mismas enzimas, generando así los plásmidos pMUS1306 y pMUS1313, 
respectivamente, (Figuras 30 y Figura 31) que llevan el gen nolG sin su promotor, bajo la 
expresión del promotor T7 del plásmido pBBR1MCS-2. Estos plásmidos se conjugaron 
con los mutantes respectivos, SVQ749 y SVQ750, obteniéndose las estirpes SVQ749 
pMUS1306 y SVQ750 pMUS1313.  
 
Figura 30. Construcción del plásmido pMUS1306 por clonación de un fragmento de 3257 pb 
correspondientes al gen nolG completo de E. meliloti SVQ747, en el plásmido pBBR1MCS-2. 
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Figura 31. Construcción del plásmido pMUS1313 por clonación de un fragmento de 3257 pb 
correspondientes al gen nolG completo de E. medicae SVQ748, en el plásmido pBBR1MCS-2. 
 
5. Caracterización de los mutantes en el gen nolG de E. meliloti 
SVQ747 y E. medicae SVQ748 por la inserción del casete lacZ-Gm  
5.1Respuesta a metales pesados  
Una vez construidos los mutantes por inserción del casete lacZ-Gm en el gen nolG y 
con el objetivo de comprobar la implicación de este sistema de transporte en la exclusión 
de metales pesados, se hicieron estudios de tolerancia a metales pesados y curvas de 
crecimiento en presencia de éstos.  
 
5.1.1 Tolerancia a los metales pesados  
Las estirpes parentales, SVQ747 y SVQ748 y sus correspondientes mutantes por 
inserción en el gen nolG, SVQ749 y SVQ750, fueron estudiados para su capacidad de 
tolerancia a los metales Cd, en forma de CdCl2 50mM; Zn, en forma de ZnSO4 500 mM; 
Cu, en forma de CuSO4 500 mM; Co, como CoCl2 100 mM y Ni, como Cl2Ni 200 mM, 
mediante el método de difusión en disco.  
Los resultados mostraron que SVQ747 y SVQ749 presentaron un rango de 
tolerancia a metales pesados bastante similar, ya que no se apreció una disminución de 
los halos de inhibición con los metales ensayados del mutante frente al parental. En el 
caso de la comparación entre la estirpe parental E. medicae SVQ748 y el mutante SVQ750 
(Figura 32) se apreciaron leves diferencias en la tolerancia a Cd y a Zn, que no fueron 
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estadísticamente significativas. Los resultados medidos en milímetros del halo de 
inhibición formado en las placas, se muestran en la Tabla 24. 
 
Tabla 24. Medida en milímetros del diámetro del halo de inhibición formado por diferentes 
concentraciones en metales pesados en las estirpes de E.meliloti SVQ747 y E. medicae SVQ748 y 
sus correspondientes mutantes por inserción del casete lacZ-Gm, SVQ749 y SVQ750 
Estirpe 
Cu (CuSO4) 
500 mM 
(mm) 
Zn (ZnSO4) 
500 mM 
(mm) 
Cd (CdCl2) 
50 mM 
(mm) 
Co (CoCl2) 
100 mM 
(mm) 
Ni (NiCl2) 
200 mM 
(mm) 
SVQ747 12,6 ± 2,9 A     22,2 ± 4,1 A 13 ± 1,7 A  13 ± 2,1 A 
14,4 ± 2,9 
A 
SVQ749 12,4 ± 3,8 A     21,4 ± 4,1 A 12,4 ± 1,7 A 12,4 ± 1,3 A 
13,2 ± 2,5 
A 
SVQ748  19 ± 1,7A     19,3 ± 4,9 A 13,7 ± 3,2 A  14 ± 2,6 A 
13,3 ± 2,1 
A 
SVQ750 20,6 ± 3,8 A     23 ± 5,6 A  16 ± 1,7 A 15,3 ± 3,5 A 
12,3 ± 2,1 
A 
Las cifras seguidas de una misma letra, dentro de cada columna, no difieren significativamente 
al nivel del 5%. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 32. Halos de inhibición del crecimiento formados por metales pesados en la estirpe A, 
SVQ748; B, SVQ750.  
 
5.1.2 Curva de crecimiento en presencia de metales pesados 
Se realizaron curvas de crecimiento en medio TY líquido con dos metales 
pesados, cinc y cadmio en las que además de ensayar SVQ747 y SVQ748 y sus 
respectivos mutantes, SVQ749 y SVQ750, se incluyeron a los mutantes a los que se les 
había introducido por conjugación los plásmidos pMUS1306 y pMUS1313 que portan 
una copia silvestre del gen nolG de SVQ747 y de SVQ748, respectivamente. El ZnSO4 se 
utilizó a concentraciones de 0,56 mM y 0,27 mM para E. meliloti y E. medicae, 
respectivamente, mientras que el CdCl2 se usó a una concentración de 0,2 mM para las 
Ni Co 
Cu 
Zn Cd 
Ni Co 
Cu 
Zn Cd 
A B 
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estirpes de E. meliloti y a 0,075 mM para las cepas de E. medicae. Todas las concentraciones 
se tomaron por ser las equivalentes a la mitad de la concentración mínima inhibitoria. Se 
realizaron medidas de D.O. a 600 nm hasta las 140 horas después de la inoculación, no 
encontrándose diferencias sustanciales entre las estirpes parentales y sus mutantes en 
nolG en ninguna de las dos especies bacterianas tal y como se observa en las Figuras 33, 
34, 35 y 36. 
 
 
 
Figura 33. Curva de crecimiento de las estirpes SVQ747, SVQ749 y SVQ749 pMUS1306 de E. 
meliloti, en medio TY suplementado con CdCl2 a una concentración de 0,2 mM. 
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Figura 34. Curva de crecimiento de las estirpes SVQ747, SVQ749 y SVQ749 pMUS1306 de E. 
meliloti, en medio TY suplementado con ZnSO4 a una concentración de 0,56 mM. 
 
 
 
 
Figura 35. Curva de crecimiento de las cepas SVQ748, SVQ750 y SVQ750 pMUS1313 de E. medicae, 
en medio TY suplementado con CdCl2 a una concentración de 0,075 mM. 
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Figura 36. Curva de crecimiento de las cepas SVQ748, SVQ750 y SVQ750 pMUS1313 de E. medicae, 
en medio TY suplementado con ZnSO4 a una concentración de 0,27 mM. 
 
 
5.2 Movilidad tipo swimming 
Dado que los sistemas RND son componentes de membrana, se consideró de interés 
estudiar en los mutantes nolG la movilidad tipo swimming para averiguar si existían 
algunas diferencias con las estirpes parentales. Los ensayos se realizaron en medio 
Bromfield (0,3 % de agar, suplementados con kanamicina en caso de que la cepa portase 
algún plásmido derivado de pBBR1MCS-2),  
Antes de realizar los experimentos de movilidad se hicieron curvas de 
crecimiento en medio Bromfield para determinar si las bacterias presentaban diferencias 
de crecimiento en este medio (Figura 37). Los resultados obtenidos indicaron que no 
existían diferencias significativas en el crecimiento en este medio entre las cepas 
silvestres y sus respectivas estirpes mutantes. 
Los resultados movilidad tipo swimming mostraron leves diferencias de 
movilidad entre las estirpes parentales y mutantes, observándose un ligero aumento de 
la movilidad swimming en el caso del mutante de E. meliloti SVQ749 respecto al parental 
SVQ747, (Figura 38) y, justo al contrario, una leve disminución en el caso del mutante de 
E. medicae SVQ750 respecto de la cepa parental SVQ748, que en ninguno de los casos 
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fueron estadísticamente significativas (Figura 41). Este cambio de movilidad revirtió 
cuando se introdujo el plásmido pMUS1306 en la estirpe SVQ749 ya que al comparar 
con la estirpe SVQ749 pBBR1MCS-2 se vio una disminución de la movilidad 
estadísticamente significativa de la primera cepa respecto a la segunda, (Figura 39). Un 
caso similar se observó en E. medicae, donde hubo un ligero aumento de la movilidad 
considerado estadísticamente significativo en la estirpe SVQ750 pMUS1313 en 
comparación con la estirpe SVQ750 pBBR1MCS-2, (Figura 42).  
 
 
Figura 37. Curva de crecimiento en medio Bromfield de la estirpe parental E. meliloti SVQ747 y la 
cepa mutante SVQ749. 
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Figura 40. Curva de crecimiento en medio Bromfield de la estirpe parental E. medicae SVQ748 y 
la cepa mutante SVQ750. 
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Figura 38. Movilidad tipo swimming en 
medio Bromfield 0,3% de agar, medida 
según el diámetro en mm del halo de 
movilidad del parental E. meliloti SVQ747 y 
su derivado mutante en el gen nolG, 
SVQ749. Las columnas con una misma letra 
no difieren significativamente al nivel del 
5%. 
  
 
Figura 39. Movilidad tipo swimming en medio 
Bromfield 0,3% de agar y kanamicina 60 µg 
ml-1, medida según el diámetro en mm del 
halo de movilidad de las estirpes E. meliloti 
SVQ749 pBBR1MCS-2 y SVQ749 pMUS1306. 
Las columnas con una misma letra no difieren 
significativamente al nivel del 5%. 
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5.3 Fenotipo en respuesta a flavonoides 
 
5.3.1 Estudio de la capacidad de inducción por flavonoides de los genes de nodulación 
mediante la actividad β-galactosidasa 
Dado que los datos bibliográficos describen que el operón nodMnolFGnodN se 
encuentra bajo la influencia de un promotor nod inducible por luteolina, se investigó la 
capacidad de inducción de diferentes flavonoides sobre los genes de nodulación de E. 
meliloti SVQ747 y de E. medicae SVQ748. Para ello se realizaron experimentos de 
actividad β-galactosidasa de estas estirpes tras transferirles por conjugación el plásmido 
pMP240, que porta el promotor del gen nodA de R. leguminosarum bv viciae fusionado al 
gen lacZ sin promotor, tras la inducción con una serie de 20 flavonoides distintos. Los 
resultados mostraron que ninguno de los flavonoides daba lugar a valores de inducción 
como los que cabría esperar para los genes de nodulación en ninguna de las dos cepas 
de ambas especies, aunque tres de ellos provocaron valores de inducción ligeramente 
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Figura 41. Movilidad tipo swimming en 
medio Bromfield 0,3% de agar, medida 
según el diámetro en mm del halo de 
movilidad del parental E. medicae SVQ748 y 
su derivado mutante en el gen nolG, 
SVQ750. Las columnas con una misma letra 
no difieren significativamente al nivel del 
5%. 
 
 
Figura 42. Movilidad tipo swimming en medio 
Bromfield 0,3% de agar y kanamicina 30 µg 
ml-1, medida según el diámetro en mm del 
halo de movilidad de las estirpes E. medicae 
SVQ750 pBBR1MCS-2 y SVQ750 pMUS1313. 
Las columnas con una misma letra no difieren 
significativamente al nivel del 5%. 
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más altos en E. meliloti SVQ747, sobresaliendo entre ellos la isoliriquitigenina con un 
valor de 3,08 veces de inducción frente al control sin inducir.  
Estos flavonoides, isoliriquitigenina, luteolina y 4-7 dihidroxiflavona, fueron 
seleccionados como inductores para ver si se observaban diferencias entre los valores de 
inducción de pMP240 en las cepas parentales, frente a los de las fusiones lacZ-Gm en los 
genes nolG presentes en las cepas mutantes. Los resultados mostraron valores de 
inducción aún menores en el caso de SVQ749 frente a SVQ747 pMP240 con los tres 
flavonoides, pero iguales (caso de la isoliriquitigenina) o un poco superiores (caso de la 
4-7 dihidroxiflavona) en la estirpe E. medicae SVQ750 frente a SVQ748 pMP240. Los 
resultados de actividad mostrada por las cepas de estudio inducidas con flavonoides 
frente a la actividad basal sin inducir, se muestran en las Tablas 25 y 26.  
 
Tabla 25. Actividad β-galactosidasa, Unidades Miller de inducción del promotor del gen nodA en 
la estirpe SVQ747 con diferentes flavonoides y número de veces de inducción respecto del control 
sin flavonoides. 
 
E. meliloti SVQ747 
pMP240 
E. medicae SVQ748 
pMP240 
 
Actividad  
β-
galactosidasa  
(Unidades 
Miller) 
Nº de 
veces de 
inducción 
Actividad  
β-
galactosidasa  
(Unidades 
Miller) 
Nº de 
veces de 
inducción 
YM (control) 
141,98 ± 8,73 
CD 
1,00 
205,88 ± 69,32 
A 
1,00 
Kaempferol 
166,67 ± 43,65 
BD 
       1,17 
125,00 ± 58,93 
A 
         0,61 
Morina 
160,92 ± 16,26 
BD 
1,13 
157,41 ± 13,09 
A 
0,76 
Daidzeína 
138,89 ± 19,64 
CD 
0,98 
208,33 ± 88,39 
A 
1,01 
Genisteína 135,80 ± 0 CD 0,96 
133,33 ± 23,57 
A 
0,65 
Apigenina 192,31 ± 0 BD 1,35 
212,96 ± 39,28 
A 
1,03 
4-7 
Dihidroxiflavona 
231,18 ± 7,6 BC 1,63 
192,98 ± 24,81 
A 
0,94 
Hesperitina 145,16 ± 7,6 CD 1,02 
345,24 ± 84,18 
A 
1,68 
Naringenina 
133,33 ± 15,71 
CD 
0,94 
239,58 ± 73,66 
A 
1,16 
Luteolina 269,23 ± 18,13 B 1,90 
243,59 ± 18,13 
A 
1,18 
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E. meliloti SVQ747 
pMP240 
E. medicae SVQ748 
pMP240 
 
Actividad  
β-
galactosidasa  
(Unidades 
Miller) 
Nº de 
veces de 
inducción 
Actividad  
β-
galactosidasa  
(Unidades 
Miller) 
Nº de 
veces de 
inducción 
Crisina 
196,43 ± 8,42 
BD 
1,38 
180,56 ± 58,93 
A 
         0,88 
Isoliriquitigenina 
436,78 ± 65,02 
A 
3,08 
254,39 ± 12,41 
A 
1,24 
Fisetina 
146,67 ± 18,86 
CD 
1,03 176,47 ± 0 A 0,86 
5 Hidroxiflavona 
142,86 ± 16,84 
CD 
1,01 155,56 ± 0 A 0,76 
6 Hidroxiflavona 
154,32 ± 8,73 
BD 
1,09 
239,58 ± 
103,12  
A 
1,16 
Flavona 
179,01 ± 8,73 
BD 
1,26 
157,41 ± 13,09 
A 
0,76 
Flavonona 
105,56 ± 23,57 
D 
0,74 
206,35 ± 22,45 
A 
1,00 
7 Hidroxiflavona 
166,67 ± 19,64 
BD 
1,17 
187,50 ± 58,93 
A 
0,91 
Coumestrol 
192,31 ± 54,39 
BD 
1,35 
177,78 ± 62,85 
A 
0,86 
Quercetina 89,29 ± 58,93 D 0,63 
202,38 ± 16,84 
A 
0,98 
Umbeliferona 
130,95 ± 33,67 
CD 
0,92 133,33 ± 0 A 0,65 
Las cifras seguidas de una misma letra, dentro de cada columna, no difieren significativamente 
al nivel del 5%. 
 
Tabla 26. Actividad β-galactosidasa, Unidades Miller de inducción del promotor del gen nodA en 
las estirpes parentales SVQ747 y SVQ 748 en comparación con la inducción del gen lacZ insertado 
en el gen nolG en las estirpes mutantes SVQ749 y SVQ750. 
 
 E. meliloti SVQ747 E. meliloti SVQ749 
 Actividad 
β-
galactosidasa 
(Unidades 
Miller) 
Nº veces 
inducción 
Actividad 
β-
galactosidasa 
(Unidades 
Miller) 
Nº veces 
inducción 
YM (control) 141,98 ± 8,73 A 1,00 78,70 ± 21,22 A 1,00 
Isoliriquitigenina 436,78 ± 65,02 
B 
3,08 111,11 ± 42,00 
A 
1,41 
Luteolina 269,23 ± 18,13 
B 
1,90 71,68 ± 6,21 A 0,65 
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 E. meliloti SVQ747 E. meliloti SVQ749 
 Actividad 
β-
galactosidasa 
(Unidades 
Miller) 
Nº veces 
inducción 
Actividad 
β-
galactosidasa 
(Unidades 
Miller) 
Nº veces 
inducción 
4-7 
Dihidroxiflavona 
231,18 ± 7,6 B 1,63 63,49 ± 15,87 A 0,89 
 E. medicae SVQ748 E. medicae SVQ750 
 Actividad 
β-
galactosidasa 
(Unidades 
Miller) 
Nº veces 
inducción 
Actividad 
β-
galactosidasa 
(Unidades 
Miller) 
Nº veces 
inducción 
YM (control) 205,88 ± 69,32 
A 
1,00 55,56 ± 6,01 A 1,00 
Isoliriquitigenina 254,39 ± 12,41 
A 
1,24 68,97 ± 11,49 A 1,24 
Luteolina 243,59 ± 18,13 
A 
1,18 55,56 ± 0 A 0,81 
4-7 
Dihidroxiflavona 
192,98 ± 24,81 
A 
0,94 71,98 ± 14,98 A 1,29 
Las cifras seguidas de una misma letra, dentro de cada columna, no difieren significativamente 
al nivel del 5%. 
 
5.3.2 Curvas de crecimiento en presencia de luteolina 
Se eligió la luteolina como flavonoide inductor, ya que está descrito como uno de los 
principales flavonoides de los genes nod de E. meliloti, a pesar de que no es el que mayor 
inducción produjo en SVQ747, SVQ748 y sus derivados. De este modo se hicieron curvas 
de crecimiento en presencia de luteolina (1 g ml-1) para estudiar la influencia que 
pudiera tener este flavonoide en el crecimiento de las cepas parentales en comparación 
con las estirpes mutantes en el gen nolG y las cepas que portan una copia silvestre del 
gen nolG en el plásmido pMUS1306. No se observaron diferencias en el crecimiento entre 
las tres estirpes de E. meliloti, SVQ747, SVQ749 y SVQ749 pMUS1306, ni en ausencia ni 
en presencia del flavonoide luteolina (Figuras 43 y 44). Así como tampoco se apreciaron 
diferencias en el caso de la estirpe parental E. medicae SVQ748 y su mutante SVQ750, 
pero sí se notó un ligero retraso en el tiempo de generación de la cepa SVQ750 
pMUS1313, (Figuras 45 y 46).  
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Figura 43. Curva de crecimiento en medio TY de E. meliloti SVQ747 y sus derivados SVQ749 y 
SVQ749 pMUS1306. 
 
 
 
Figura 44. Curva de crecimiento en medio TY suplementado con luteolina (1 µg ml-1) de E. meliloti 
SVQ747 y sus derivados SVQ749 y SVQ749 pMUS1306. 
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Figura 45. Curva de crecimiento en medio TY de E. medicae SVQ748 y sus derivados SVQ750 y 
SVQ750 pMUS1313.  
 
 
 
Figura 46. Curva de crecimiento en medio TY suplementado con luteolina (1 µg ml-1) de E. medicae 
SVQ748 y sus derivados SVQ750 y SVQ750 pMUS1313.  
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5.3.3 Movilidad de tipo swimming en presencia de luteolina 
Tras no detectarse diferencias en las curvas de crecimiento en presencia de 
luteolina entre parentales y mutantes, se realizaron experimentos de movilidad de tipo 
swimming con luteolina (1 g ml-1), usando metanol (1 µl ml-1) (disolvente del flavonoide) 
como control. Los resultados mostraron que la luteolina provocó una disminución de la 
movilidad estadísticamente significativa tanto en SVQ747 como en su derivado mutante 
por inserción en el gen nolG, SVQ749. Además, se observó un aumento de la movilidad 
por efecto del metanol que en ambos casos se considera estadísticamente significativa.  
De nuevo se observó que el mutante SVQ749 es más móvil que su parental, SVQ747, 
tanto en ausencia como en presencia de luteolina, (Figura 47). 
A diferencia de lo ocurrido en E. meliloti, en el caso de E. medicae SVQ748 hubo una ligera 
disminución en la movilidad debida a la presencia del luteolina, que no fue 
estadísticamente significativa, y no se apreció un aumento en la misma por efecto del 
metanol.  La luteolina y el metanol provocaron los mismos efectos en ambas estirpes de 
E. medicae, pero con una disminución significativa del mutante SVQ750 frente al parental 
SVQ748 en todas ellas (Figura 48). 
             
 
Figura 47. Movilidad tipo swimming en presencia de luteolina (1 g ml-1), medida según el 
diámetro en mm del halo de movilidad de la estirpe E. meliloti SVQ747 y su mutante SVQ749. Las 
columnas con una misma letra no difieren significativamente al nivel del 5%. 
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Figura 48. Movilidad swimming en presencia de luteolina (1 g ml-1), medida según el diámetro 
en mm del halo de movilidad de la estirpe E. medicae SVQ748 y su derivado mutante nolG, 
SVQ750. Las columnas con una misma letra no difieren significativamente al nivel del 5%. 
 
5.4 Fenotipo simbiótico 
Gran parte del interés por el operón nodMnolFGnodN fue la presencia en él de 
genes de nodulación, por lo que se hicieron experimentos competitividad, eficiencia y 
cinética de la nodulación en plantas de M. sativa de los mutantes en el gen nolG frente a 
los parentales. 
 
5.4.1 Ensayos de competitividad en M. sativa  
Los ensayos de competitividad realizados mostraron claramente una mayor 
capacidad competitiva del mutante SVQ749 frente a la estirpe SVQ747 pGUS3, 
observándose que más del 75% de los nódulos estaban ocupados por la cepa mutante. 
El porcentaje de competitividad de SVQ747 frente a la estirpe SVQ747 pGUS3 estuvo 
cercano al 38%, (Tabla 28).  
Sin embargo, los resultados obtenidos con E. medicae SVQ748 fueron distintos, 
observándose porcentajes de competitividad tanto del parental como del mutante frente 
a la estirpe SVQ748 pGUS3 bastante similares, en torno al 35%, (Tabla 27). 
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Tabla 27. Porcentaje de competitividad de la estirpe silvestre E. medicae SVQ748 y su derivado 
mutante en el gen nolG, SVQ750, frente a la cepa SVQ748 pGUS3 
ESTIRPE 
% DE COMPETITIVIDAD FRENTE A 
SVQ748 pGUS3 
SVQ748 32,8 
SVQ750 37,5 
 
Para continuar con el estudio de la implicación del gen nolG en la simbiosis se 
decidió seleccionar E. meliloti, SVQ747 y su mutante SVQ749 dado el mayor impacto 
sobre la competitividad por la nodulación de la alfalfa mostrados por el mutante 
SVQ749.  
 Por este motivo, se realizaron ensayos de competitividad con E. meliloti SVQ747 y su 
derivada SVQ749, así como con esta última estirpe portadora del plásmido pMUS1306, 
con una copia silvestre del gen nolG, además de las estirpes parental y mutante 
portadoras del plásmido pBBR1MCS-2 como control. Los resultados (Tabla 26 y Figura 
49) mostraron que la presencia del plásmido pBBR1MCS-2 no alteró la capacidad 
competitiva de SVQ747 ni la del mutante SVQ749, que continuó siendo más competitivo 
que la estirpe silvestre; mientras que cuando a dicho mutante se le transfirió el plásmido 
pMUS1306 (pBBR1MCS-2 portador del gen nolG bajo un promotor constitutivo) perdió 
su mayor capacidad competitiva. 
 
Tabla 28. Porcentaje de competitividad de la estirpe SVQ747, el mutante SVQ749 y sus derivados 
portadores de los plásmidos pBBR1MCS-2 y pMUS1306 
ESTIRPE 
% DE COMPETITIVIDAD FRENTE A 
SVQ747 pGUS3 
SVQ747 37,9 ± 3,3 A 
SVQ747 pBBR1MCS-2 47,6  
SVQ749 77,2 ± 0,5 B 
SVQ749 pBBR1MCS-2 89,5 
SVQ749 pMUS1306 57,4 
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                                    SVQ747                                                                       SVQ749 
  
 
 
 
Figura 49. Ensayo de competitividad de SVQ747 y sus derivados frente a la estirpe SVQ747 
pGUS3, donde se aprecian los nodulos azules formados por la estirpe SVQ747 pGUS3 (Flechas 
negras), y los nodulos blancos formados por la estirpe que compite con SVQ747 pGUS3 en cada 
caso (flechas rojas). 
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5.4.2 Ensayos de cinética de nodulación en M. sativa 
Otra de las características que podía aportar información sobre el efecto de la 
mutación en el gen nolG en la simbiosis, es el estudio de la cinética de nodulación de la 
cepa parental SVQ747 en comparación con el mutante nolG, SVQ749. Los resultados 
obtenidos (Figura 50) indicaron que, en los primeros días tras la inoculación, el mutante 
SVQ749 presentó más facilidad para la formación de nódulos, siendo el número de 
nódulos por planta más alto que en el parental, desde el sexto día tras la inoculación y 
manteniéndose durante el resto del experimento, donde las diferencias alcanzadas 
fueron estadísticamente significativas, (Tabla 29). 
 
 
Figura 50. Número de nódulos por planta de M. sativa inoculadas con E. meliloti SVQ747 y su 
derivado SVQ749. 
 
Tabla 29. Número de nódulos por planta de M. sativa formados por las estirpes SVQ747 y SVQ749 
pasados 10 y 17 días de la inoculación. 
Número de nódulos por planta 
SVQ747 10 dpi SVQ749 10 dpi SVQ747 17 dpi SVQ749  17 dpi 
0,25 ± 0,5 A 2,5 ± 1,9 A 2,8 ± 2,8 A 12,3 ± 5,9 B 
Las cifras seguidas de una misma letra, dentro de cada columna, no difieren significativamente 
al nivel del 5%. 
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Paralelamente, cuando se analizaron los datos del número de nódulos por planta 
formados por SVQ749 pMUS1306 y su control SVQ749 pBBR1MCS-2 en comparación a 
SVQ747 y su mutante SVQ479, se observó que la estirpe SVQ749 pMUS1306 presentó un 
retraso en la nodulación con respecto a SVQ749 pBBR1MCS-2, que a su vez fue más 
rápido que SVQ747 en los primeros días, (Figura 51). Estadísticamente se observaron 
diferencias significativas entre SVQ749 y SVQ749 pBBR1MCS-2 con respecto a SVQ747 
y SVQ749 pMUS1306. Sin embargo, a los 17 días el único cuya diferencia es 
estadísticamente significativa fue SVQ749, presentado un numero de nódulos por planta 
marcadamente superior al del resto de estirpes, (Tablas 30 y 31).  
 
 
Figura 51. Número de nódulos por planta de M. sativa inoculadas con E. meliloti SVQ747 y sus 
derivados SVQ749, SVQ749 pBBR1MCS-2 y SVQ749 pMUS1306. 
 
Tabla 30. Número de nódulos por planta de M. sativa formados por las estirpes SVQ747 y SVQ749, 
SVQ749 pBBR1MCS-2 y SVQ749 pMUS1306 pasados 10 días de la inoculación. 
Número de nódulos por planta 10 dpi 
SVQ747  SVQ749  SVQ749 pBBR1MCS-2 SVQ749 pMUS1306 
0,3 ± 0,5 A 2,5 ± 1,9 AB 3,8 ± 2,2 B 1 ± 1,2 A 
Las cifras seguidas de una misma letra, dentro de cada columna, no difieren significativamente 
al nivel del 5%. 
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Tabla 31. Número de nódulos por planta de M. sativa formados por las estirpes SVQ747 y SVQ749, 
SVQ749 pBBR1MCS-2 y SVQ749 pMUS1306 pasados 17 días de la inoculación. 
Número de nódulos por planta 17 dpi 
SVQ747  SVQ749  SVQ749 pBBR1MCS-2 SVQ749 pMUS1306 
2,8 ± 2,8 A 12,3 ± 5,9 B 7,8 ± 3,9 A 7,3 ± 1,7 A 
Las cifras seguidas de una misma letra, dentro de cada columna, no difieren significativamente 
al nivel del 5%. 
 
5.4.3 Ensayos de eficiencia de SVQ747 y sus derivados en M. sativa  
Se han realizado ensayos de eficiencia de E. meliloti SVQ747, SVQ749, SVQ749 
pBBR1MCS-2 y SVQ749 pMUS1306 en plantas de alfalfa analizando el número de 
nódulos y el peso seco de los mismos, así como el peso seco la parte aérea de las plantas. 
No se observaron diferencias significativas en ninguno de los parámetros analizados en 
ninguna de las cepas, (Tabla 32).  
 
Tabla 32. Eficiencia, peso seco de la parte aérea, número de nódulos y peso seco de los nódulos 
de la estirpe E. meliloti SVQ747 y sus derivados. 
ESTIRPE 
PESO SECO 
PARTE AÉREA 
(mg) 
NÚMERO DE 
NÓDULOS 
PESO SECO DE 
LOS NÓDULOS 
(mg) 
SVQ747 135 ± 82,7 A        48,3 ± 22,1 A 16,9 ± 10,7 A 
SVQ749 172,5 ± 59,1 A 53 ± 12,2 A 19,9 ± 7,2 A  
SVQ749 
pBBR1MCS-2 
152,5 ± 67 A 42,3 ± 7,1 A 12,2 ± 8,1 A 
SVQ749 pMUS1306 187,5 ± 33 A 45 ± 7,3 A 15,1 ± 1,9 A 
Las cifras seguidas de una misma letra, dentro de cada columna, no difieren significativamente 
al nivel del 5%. 
 
5.4.4. Estudios de adhesión- colonización a las raíces de alfalfa por E. meliloti SVQ747 y 
su derivado SVQ749 
La capacidad colonizadora de la bacteria en los primeros días tras la inoculación 
puede ser clave para que una estirpe sea más competitiva, por ello se han realizado 
experimentos de adhesión colonización de las raíces de la alfalfa a las 2, 24, 48 y 72 horas 
tras la inoculación de la estirpe parental SVQ747 y SVQ749, haciendo una rotura 
mecánica de la raíz para separar a las bacterias íntimamente adheridas. Los resultados 
mostraron que el mutante SVQ749, mostró un número de bacterias adheridas a la raíz 
un orden de magnitud superior al que presentó el parental a las 24 y 48 horas, siendo de 
casi dos órdenes de magnitud de diferencia a las 72 horas. (Tabla 33).  
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Tabla 33. Número de bacterias por gramo de peso fresco de raíz. Resultados obtenidos rompiendo 
mecánicamente las raíces para separar las bacterias adheridas. 
ESTIRPE 
2 hpi 
(ufc/gpfr) 
24 hpi 
(ufc/gpfr) 
48 hpi 
(ufc/gpfr) 
72 hpi 
(ufc/gpfr) 
SVQ747 3,9 x 103 5,9 x 103 6,9 x 103 1 x 104 
SVQ749 4,5 x 103 4,95 x 104 5,3 x 104 9,8 x 105 
  
6 Expresión génica 
 
6.1 Estudio de la inducción por luteolina del gen nodA de E. meliloti SVQ747 
mediante qPCR 
Con el objeto de comprobar si la luteolina induce la expresión de los genes de 
nodulación en E. meliloti SVQ747, se realizaron experimentos de qPCR para conocer la 
expresión del gen nodA en presencia y ausencia de luteolina (1 g. ml-1). Para ello se 
diseñaron los cebadores qnodAF y qnodAR sobre la secuencia del gen nodA de E. meliloti 
1021. Los resultados demostraron que este flavonoide funcionó como inductor del gen 
nodA en esta cepa de E. meliloti, ya que en el silvestre se obtuvieron niveles de inducción 
estadísticamente significativos, seis veces en presencia de luteolina frente al control sin 
luteolina, (Figura 52). 
 
 
Figura 52. Expresión relativa del gen nodA mediante qPCR en la estirpe E. meliloti 
SVQ747 en presencia y ausencia de luteolina (1 g ml-1). Las columnas con una misma letra 
no difieren significativamente al nivel del 5%. 
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6.2 Estudio de la inducción por luteolina en el gen nodA de E. meliloti SVQ749 
mediante qPCR 
   Para comprobar si existían cambios en la inducción de los genes nod entre la 
estirpe parental y el mutante por inserción en el gen nolG, se realizaron experimentos de 
qPCR utilizando los cebadores qnodAF y qnodAR. Los resultados obtenidos pusieron 
de manifiesto una mayor expresión del gen nodA en el mutante SVQ749 que en el 
parental SVQ747, (Figura 53).        
 
Figura 53. Expresión relativa del gen nodA en presencia y ausencia de luteolina (1 g ml-1) en las 
estirpes SVQ747 y SVQ749. Las columnas con una misma letra no difieren significativamente al 
nivel del 5%. 
 
6.3 Estudio de la expresión de los genes nolG y nodN en presencia de luteolina 
mediante qPCR 
En la bibliografía se describe que la expresión del operón nodMnolFGnodN es 
dependiente de luteolina, (Baev et al., 1991). Por este motivo, se han realizado 
experimentos de qPCR en los que se podrá ver la expresión de dicho gen en presencia 
del flavonoide. Para ello se diseñaron los cebadores qnolG-F2 y qnolG-R2 usando como 
referencia la secuencia del gen nolG de la estirpe silvestre E. meliloti SVQ747. Los 
resultados han puesto de manifiesto la inducción del gen nolG mediada por luteolina, 
obteniéndose una ligera inducción de ~2,5 veces más expresión del gen en la estirpe 
parental con luteolina que sin el flavonoide, (Figura 54). 
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Figura 54. Expresión relativa del gen nolG en la estirpe SVQ747 en presencia de luteolina. Las 
columnas con una misma letra no difieren significativamente al nivel del 5%. 
 
Por otro lado, también se estudió la expresión del gen nodN en la estirpe parental 
en presencia de luteolina mediante qPCR, empleando los cebadores qnodN ORT12F y 
qnodN ORT12R.  Se observó un leve incremento de la expresión frente al control sin 
flavonoides; pero esa expresión, que no se considera estadísticamente significativa, fue 
inferior a la del gen nolG, (Figura 55). 
 
              
Figura 55. Expresión relativa del gen nodN en la estirpe SVQ747 en presencia de luteolina (1 µg 
ml-1). Las columnas con una misma letra no difieren significativamente al nivel del 5%. 
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Cabía la posibilidad de que el fenotipo observado en el mutante SVQ749 se 
debiera a un posible efecto polar que la inserción del casete lacZ-Gm estuviera ejerciendo 
sobre el gen que se encuentra corriente abajo en el operón, nodN. Una de las vías para 
comprobar este posible efecto polar, sería ver la expresión del gen nodN en el mutante 
SVQ749 mediante experimentos de qPCR. Los resultados mostraron que la expresión del 
gen nodN en presencia de luteolina en la cepa SVQ749 fue, aproximadamente, la mitad 
de la encontrada en la estirpe parental, aunque esta diferencia no se puede considerar 
estadísticamente significativa, (Figura 56). 
                 
Figura 56. Expresión relativa del gen nodN en las estirpes SVQ747 y SVQ749 en presencia de 
luteolina (1 µg ml-1). Las columnas con una misma letra no difieren significativamente al nivel del 
5%. 
 
7. Posible efecto polar sobre el gen nodN de la mutación por 
inserción en el gen nolG en SVQ749 
Para determinar de forma más clara el papel de NolG en el fenotipo simbiótico 
observado en el mutante SVQ749, se construyó y estudió un mutante en el gen nolG por 
deleción en fase. 
 
7.1 Construcción de un mutante delecionado en el gen nolG de la estirpe SVQ747  
La construcción del mutante en el gen nolG se realizó mediante el método de 
deleción por PCR solapante. Para ello se diseñaron cuatro cebadores: nolG-AF, secuencia 
homóloga a un fragmento de ADN situado corriente arriba del gen nolG y que porta la 
diana de restricción para la enzima EcoRI; nolG-BR, secuencia complementaria a la del 
cebador nolG-CF; nolG-CF, secuencia homóloga a un fragmento de 14 nucleótidos 
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localizado en el comienzo del gen nolG seguido de otro de la misma longitud localizado 
al final del mismo gen y nolG-DR, secuencia complementaria a un fragmento de ADN 
situado aguas abajo del gen nolG y porta la diana de restricción para la enzima HindIII. 
En primer lugar, se realizó una PCR utilizando como ADN molde el ADN genómico de 
la estirpe SVQ747 y los cebadores nolG-AF y nolG-BR para amplificar un fragmento de 
500 pb. A continuación, se realizó una segunda PCR con el ADN genómico de SVQ747 
y los cebadores nolG-CF y nolG-DR y se amplificó un fragmento de 500 pb. Por último, 
en la tercera PCR se utilizó como ADN molde los dos fragmentos obtenidos 
anteriormente y los cebadores nolG-AF y nolG-DR. De esta forma se amplificó un 
fragmento de 1 kb que portaba las secuencias corriente arriba y abajo del gen nolG, y que 
presentaba una deleción de 3198 pb, como se comprobó mediante la secuenciación del 
fragmento de 1 kb. Dicho fragmento se digirió con las enzimas EcoRI/HindIII, y fue 
clonado en el vector suicida en los rizobios pK18mobsacB digerido con las mismas 
enzimas de restricción. De esta forma se generó el plásmido pMUS1326. Por último, este 
plásmido se homogenotizó en la estirpe parental SVQ747 y de esta forma se obtuvo el 
mutante SVQ761 (= SVQ747 ΔnolG) (Figura 57). 
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Figura 57. Construcción del plásmido pMUS1326 mediante PCR solapante para la obtención del 
mutante por deleción en nolG en E. meliloti SVQ747. 
 
  La homogenotización de la mutación se confirmó mediante hibridación en 
Southern, digiriendo el ADN total de la estirpe parental SVQ747 y del mutante por 
deleción SVQ761 con la enzima SphI. Como sonda de hibridación se usó el producto de 
PCR amplificado con los cebadores nolG-AF y nolG-DR, que lleva incorporado 
nucleótidos marcados con digoxigenina. Mediante el ensayo de hibridación se comprobó 
que la estirpe mutante SVQ761 presentaba una única banda ~3,2 kb menor a la única 
banda de la estirpe silvestre, correspondiente a la deleción del gen nolG, (Figura 58).  
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Figura 58. Hibridación Southern para la comprobación del mutante por deleción del gen nolG, 
SVQ761. Carril 1: SVQ747; carril 2: SVQ761; carril 3: marcador λ HindIII. 
  
Además, a este mutante, se le transfirió por conjugación el plásmido pMUS1306 
que lleva una copia del gen nolG silvestre, obteniéndose así la estirpe SVQ761 pMUS1306 
(Figura 30). 
 
8. Caracterización del mutante por deleción del gen nolG en la 
estirpe SVQ747 de E. meliloti 
 
8.1 Fenotipo en respuesta a metales pesados  
En primer lugar, se realizaron estudios para conocer la resistencia del mutante 
por deleción en el gen nolG, SVQ761, a concentraciones fijadas de los metales pesados 
Cd y Zn, en comparación con la cepa parental SVQ747, y se determinó cómo afectan 
éstos al crecimiento, mediante la realización de curvas de crecimiento en presencia de 
estos metales pesados. 
 
8.1.1 Tolerancia a metales pesados 
Se han hecho varios experimentos para conocer la tolerancia a determinadas 
concentraciones de metales en función del diámetro del halo de inhibición producido 
por el metal por el método de difusión en placa. De esta forma se ha observado que el 
mutante SVQ761 presentó toolerancias similares a los metales y concentraciones 
estudiadas que la cepa parental SVQ747, puesto que los diámetros de los halos de 
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inhibición formados no presentaron diferencias estadísticamente significativas, (Tabla 
34).  
Tabla 34. Medida en milímetros del diámetro del halo de inhibición formado por diferentes 
concentraciones en metales pesados en la estirpe E. meliloti SVQ747 y su correspondiente mutante 
en el gen nolG por delceión SVQ761. 
Estirpe 
Cu (CuSO4) 
500 mM 
(mm) 
Zn (ZnSO4) 
500 mM 
(mm) 
Cd (CdCl2) 
100 mM 
(mm) 
Co (CoCl2) 
100 mM 
(mm) 
Ni (NiCl2) 
200 mM 
(mm) 
SVQ747 10,5 ± 0,5 A 15,2 ± 1,1 A 10,7 ± 0,6 A 10,2 ± 0,4 A 
13,5 ± 0,2 
A 
SVQ761 10 ± 0,9 A 16 ± 0,6 A 11,3 ± 0,6 A 10,2 ± 1 A 
13,3 ± 0,5 
A 
 
8.1.2 Curvas de crecimiento en presencia de metales pesados  
Por otro lado, se han realizado curvas de crecimiento en presencia de CdCl2 0,2 
mM y de ZnSO4 0,56 mM, para comparar, frente a la estirpe parental, si el mutante por 
deleción está afectado en el crecimiento en estas condiciones. Se observó que parental, 
SVQ747, y mutante, SVQ761, así como SVQ761 pMUS1306 tenían un comportamiento 
parecido, mostrando ambos tiempos de generación bastante similares en las curvas de 
crecimiento, (Figuras 59 y 60). 
 
 
Figura 59. Curva de crecimiento de SVQ747 y sus derivados SVQ761 y SVQ761 pMUS1306 en 
medio TY suplementado con CdCl2 0,2 mM. 
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Figura 60. Curva de crecimiento de SVQ747 y sus derivados SVQ761 y SVQ761 pMUS1306 en 
medio TY suplementado con ZnSO4 0,56 mM. 
 
8.2 Fenotipo en movilidad de tipo swimming del mutante SVQ761 
Al igual que se hizo con el mutante por inserción, también se ha estudiado la 
movilidad de tipo swimming del mutante por deleción frente a la estirpe parental. En este 
caso, también se han hecho curvas de crecimiento en medio Bromfield, para descartar 
que cualquier diferencia de movilidad encontrada pudiera deberse a una diferencia de 
crecimiento, (Figura 61). Tras comprobar que no existían diferencias de crecimiento, se 
llevaron a cabo los experimentos de la movilidad de tipo swimming en medio Bromfield 
(0,3% de agar) y con kanamicina (60 µg ml-1) en el caso de las estirpes portadoras de 
plásmidos pBBR1MCS-2 o derivados. Los resultados mostraron una ligera reducción no 
significativa de la movilidad swimming en el mutante por deleción SVQ761 con respecto 
a la cepa parental SVQ747, (Figura 62). Por otro lado, en los experimentos de movilidad 
en medio con kanamicina de la estirpe SVQ761 portando el plásmido pMUS1306 
(usando como control a SVQ761 con el plásmido pBBR1MCS-2) se ha visto que la 
presencia del gen nolG bajo un promotor constitutivo, no provocó aumento de la 
movilidad, sino por el contrario, tendió a reducirla, (Figura 63). 
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Figura 61. Curva de crecimiento en medio Bromfield de la estirpe parental SVQ747 y el mutante 
SVQ761. 
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Figura 62. Movilidad de tipo swimming, en 
medio Bromfield 0,3% de agar, medida 
según el diámetro en mm del halo de 
movilidad, en la estirpe parental SVQ747 
y su mutante delecionado SVQ761. Las 
columnas con una misma letra no difieren 
significativamente al nivel del 5%. 
 
 
Figura 63. Movilidad de tipo swimming, en 
medio Bromfield 0,3% de agar y kanamicina 60 
µg ml-1, medida según el diámetro en mm del 
halo de movilidad, en las estirpes SVQ761 
pBBr1MCS-2 y SVQ761 pMUS1306. Las 
columnas con una misma letra no difieren 
significativamente al nivel del 5%. 
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8.3 Fenotipo simbiótico 
 
8.3.1 Ensayos de eficiencia del mutante SVQ761  
Se han llevado a cabo ensayos de eficiencia, de E. meliloti SVQ747 y sus derivados 
mutados por deleción en el gen nolG. Los resultados mostraron que, en cuanto al peso 
seco de la parte aérea de la planta, no se apreciaron diferencias estadísticamente 
significativas entre la estirpe SVQ747 y su derivado mutante SVQ761, así como tampoco 
se encontraron diferencias al comparar este dato en la estirpe mutante portadora del 
plásmido pBBR1MCS-2, ni con aquella que expresa constitutivamente el gen nolG. Del 
mismo modo tampoco se apreciaron diferencias estadísticamente significativas en el 
número de nódulos ni en el peso seco de los mismos, (Tabla 35). 
 
Tabla 35. Eficiencia, peso seco de la parte aérea, número de nódulos y peso seco de los nódulos 
de la estirpe E. meliloti SVQ747 y sus derivados. 
ESTIRPE 
PESO SECO 
PARTE 
AÉREA (mg) 
NÚMERO DE 
NÓDULOS 
PESO SECO DE 
LOS NÓDULOS 
(mg) 
SVQ747 163,3 ± 73,7 A 55,3 ± 20,7 A 20,8 ± 8,9 A 
SVQ761 147,5 ± 70,9 A 51,5 ± 18,5 A 17,6 ± 10,5 A 
SVQ761pBBR1MCS-2 125 ± 46,5 A 42,3 ± 11,2 A 14 ± 7,3 A 
SVQ761 pMUS1306 137,5 ± 28,7 A 33,3 ± 18,1 A 8 ± 4,2 A 
Las cifras seguidas de una misma letra, dentro de cada columna, no difieren significativamente 
al nivel del 5%. 
 
8.3.2 Ensayos de competitividad por la nodulación en M. sativa del mutante por deleción 
del gen nolG 
Se han realizado experimentos de competitividad del mutante SVQ761 frente 
SVQ747 pGUS3, en M. sativa. Los resultados (Tabla 36) mostraron que el mutante por 
deleción es más competitivo (60%) que la estirpe parental SVQ747, frente a SVQ747 
pGUS3, como ocurría en el caso del mutante en el gen nolG por inserción, SVQ749, 
aunque en este último la diferencia era más acusada. El resultado más sorprendente ha 
sido la influencia del plásmido pBBR1MCS-2 disminuyendo la competitividad de la 
estirpe SVQ761, (Figura 64), mientras que no ha tenido efecto en la cepa SVQ747, ni lo 
tuvo en el caso del mutante por inserción SVQ749, (Tabla 28). 
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Figura 64. Ensayo de competitividad de SVQ747 y sus derivados frente a la estirpe SVQ747 
pGUS3, donde se aprecian los nodulos azules formados por la estirpe SVQ747 pGUS3 (Flechas 
negras), y los nodulos blancos formados por la estirpe que compite con SVQ747 pGUS3 en cada 
caso (flechas rojas). 
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Tabla 36. Porcentaje de competitividad frente a la cepa parental SVQ747 
ESTIRPE 
% DE COMPETITIVIDAD FRENTE A 
SVQ747 pGUS3 
SVQ747 37,9 ± 3,3 A 
SVQ 747 pBBR1MCS-2 47,6 
SVQ761 60,6 ± 10,9 B 
SVQ761 pBBR1MCS-2 36 
SVQ761 pMUS1306 38 
 
8.3.3 Ensayos de cinética de nodulación de la alfalfa  
Los ensayos de cinética de nodulación del mutante por deleción en nolG, SVQ761 
frente a SVQ747, mostraron una tendencia a mayor rapidez del mutante en la formación 
de nódulos en los primeros días tras la inoculación, (Figura 65), pero sin presentar 
diferencias estadísticamente significativas, (Tabla 37). Esa tendencia que presentó 
SVQ761 fue más acusada en el mutante por inserción SVQ749, cuyas diferencias con el 
parental y con el mutante por deleción sí fueron estadísticamente significativas a los 17 
días después de la inoculación. 
 
Figura 65. Número de nódulos por planta de M. sativa inoculadas con E. meliloti SVQ747 y sus 
derivados SVQ749 y SVQ761. 
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Tabla 37. Número de nódulos por planta de M. sativa formados por las estirpes SVQ747 y SVQ749 
pasados 10 y 17 días de la inoculación 
Número de nódulos por planta  
SVQ747  
10 dpi 
SVQ 749  
10 dpi 
SVQ761 
 10 dpi  
SVQ747  
17 dpi 
SVQ749  
17 dpi 
SVQ761  
17 dpi 
0,3 ± 0,5 A 2,5 ± 1,9 A 1,3 ± 1,5 A 2,8 ± 2,8 A 12,3 ± 5,9 B 6 ± 3,5 A 
Las cifras seguidas de una misma letra, dentro de cada columna, no difieren significativamente 
al nivel del 5%. 
 
La estirpe SVQ761 pMUS1306 presentó una tendencia a desarrollar mayor 
número de nódulos que su control SVQ761 pBBR1MCS-2, situándose ambas cepas por 
debajo del número de nódulo del mutante SVQ761 y mostrando mayor numero que la 
estirpe parental SVQ747. Estas diferencias mostradas entre las cuatro estirpes no se 
consideran estadísticamente significativas ni a los 10, ni a los 17 días tras la inoculación, 
(Figura 66 y Tablas 38 y 39).  
 
 
Figura 66. Número de nódulos por planta de M. sativa inoculadas con E. meliloti SVQ747 y sus 
derivados SVQ761, SVQ761 pBBR1MCS-2 y SVQ761 pMUS1306. 
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Tabla 38. Número de nódulos por planta de M. sativa formados por las estirpes SVQ747 y SVQ761, 
SVQ761 pBBR1MCS-2 y SVQ761 pMUS1306 pasados 10 días de la inoculación. 
Número de nódulos por planta 10 dpi 
SVQ747  SVQ761  SVQ761 pBBR1MCS-2 SVQ761 pMUS1306 
0,3 ± 0,5 A 1,3 ± 1,5 A 0,3 ± 0,5 A 1 ± 2 A 
Las cifras seguidas de una misma letra, dentro de cada columna, no difieren significativamente 
al nivel del 5%. 
 
Tabla 39. Número de nódulos por planta de M. sativa formados por las estirpes SVQ747 y SVQ761, 
SVQ761 pBBR1MCS-2 y SVQ761 pMUS1306 pasados 17 días de la inoculación. 
Número de nódulos por planta 17 dpi  
SVQ747  SVQ761  SVQ761 pBBR1MCS-2 SVQ761 pMUS1306 
2,8 ± 2,8 A 6 ± 3,5 A 2,3 ± 1,9 A 4,3 ± 3,6 A 
Las cifras seguidas de una misma letra, dentro de cada columna, no difieren significativamente 
al nivel del 5%. 
 
8.3.4 Estudios de adhesión - colonización a las raíces de alfalfa por E. meliloti SVQ747 y 
su derivado mutado en el gen nolG, SVQ761 
La capacidad colonizadora de la bacteria en los primeros días tras la inoculación 
puede ser clave para que una estirpe sea más competitiva, por ello se han realizado 
experimentos de adhesión colonización de las raíces de la alfalfa a las 2, 24, 48 y 72 horas 
tras la inoculación de la estirpe parental SVQ747 y SVQ761, haciendo una rotura 
mecánica de la raíz para separar a las bacterias íntimamente adheridas. Los resultados 
mostraron que el mutante por deleción, SVQ761, mostró prácticamente el doble de 
bacterias adheridas que el parental a las 24 y 48 horas, igualándose el número a las 72 
horas (Tabla 40).  
 
Tabla 40. Número de bacterias por gramo de peso fresco de raíz. Resultados obtenidos rompiendo 
mecánicamente las raíces para separar las bacterias adheridas. 
ESTIRPE 
2 hpi 
(ufc/gpfr) 
24 hpi 
(ufc/gpfr) 
48 hpi 
(ufc/gpfr) 
72 hpi 
(ufc/gpfr) 
SVQ747 3,9 x 103 5,9 x 103 6,9 x 103 1 x 104 
SVQ761 6,9 x 103 9,9 x 103 1,2 x 104 1,3 x 104 
  
Este experimento se realizó siguiendo otra metodología, en la que las raíces de 
M. sativa fueron sometidas a sonicación en un baño de ultrasonidos a las 2, 24, 48 y 72 
horas después de la inoculación con SVQ747 y SVQ761 para de esta forma separar a las 
bacterias que estaban unidas a la superficie de la raíz. Los resultaron mostraron 
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igualmente que a las 24 horas el número de bacterias de la estirpe mutante adheridas fue 
el doble que el de la bacteria parental. A las 48 horas se encontró que había un orden de 
magnitud más bacterias adheridas a la superficie de la raíz de la estirpe mutante que de 
la cepa silvestre. Sin embargo, a las 72 horas esas diferencias se hicieron menores, (Tabla 
41). 
 
Tabla 41. Número de bacterias por gramo de peso fresco de raíz. Resultados obtenidos sonicando 
las raíces para separar las bacterias adheridas. 
ESTIRPE 
2 hpi 
(ufc/gpfr) 
24 hpi 
(ufc/gpfr) 
48 hpi 
(ufc/gpfr) 
72 hpi 
(ufc/gpfr) 
SVQ747 2,32x103 7,62x104 1,52x105 8,20x105 
SVQ761 1,86x103 1,83x105 1,57x106 1,07x106 
 
No se ha podido hacer comparación estadística de ambos experimentos juntos puesto 
que por metodología no son comparables, pero en ambos se encontraron diferencias en 
la colonización de SVQ761 frente a SVQ747 a las 24 y 48 horas. 
 
9. Expresión del promotor del gen nodC en presencia de luteolina 
Conocido el sistema de retroalimentación negativo que existe en Bradyrhizobium 
japonicum, por el cual la presencia de factores de nodulación en el interior celular reprime 
la expresión de genes nod (Loh y Stacey, 2001), así como lo que ocurre en E. meliloti GR4, 
donde la expresión de los genes nod se ve reprimida tanto en un mutante en el gen nodC, 
como en un mutante en el gen tepI (transmembrane efflux protein), (van Dillewijn et al., 
2009),  se ha estudiado y comparado la expresion de los genes nod en la estirpe silvestre 
y en los dos mutantes del gen nolG, mediante la transferencia por conjugación en las tres 
bacterias del plásmido pRmM57 (nodC::lacZ) y el estudio comparado de sus actividades 
-galactosidasa inducidos con luteolina y en situación control. 
En la Figura 67 se muestran los resultados, en los que no se apreciaron diferencias en la 
expresión de los genes nod en ninguno de los mutantes en comparación con la cepa 
parental. 
 
RESULTADOS 
 
 184 
 
Figura 67. Actividad β-galatosidasa, expresada en Unidades Miller, de SVQ747, SVQ749 y 
SVQ761 con el plásmido pRmM57 en presencia y ausencia de luteolina (1 µg ml-1). Las columnas 
con una misma letra no difieren significativamente al nivel del 5%. 
 
 
 
No se ha encontrado la posible función en la tolerancia a metales 
pesados del gen nolG en E. meliloti SVQ747, así como tampoco frente a 
otros compuestos antimicrobianos. Sin embargo, parece ser que dicho gen 
posee una función en simbiosis. Es posible que al estar mutado en el 
componente de membrana interna del sistema RND la estirpe pase a ser 
más competitiva por la nodulación de M. sativa que la estirpe parental y 
colonice mejor las raíces de dicha planta.  
En E. medicae SVQ748 la función de dicho gen parece ser diferente a la 
mostrada en E. meliloti SVQ747, ya que la estirpe SVQ750 mostró una 
tendencia a una menor tolerancia a cinc y cadmio y no se observaron 
diferencias simbióticas en competitividad de la estirpe mutante respecto del 
parental SVQ748. 
 
0
50
100
150
200
250
SVQ747
pRmM57
Control
SVQ747
pRmM57
Luteolina
SVQ749
pRmM57
Control
SVQ749
pRmM57
Luteolina
SVQ761
pRmM57
Control
SVQ761
pRmM57
Luteolina
U
n
id
ad
es
 M
ill
er
A A A 
B 
B B 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
DISCUSIÓN 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
DISCUSIÓN 
 
 187 
Debido a la necesidad de reducir la adición de los fertilizantes nitrogenados a los 
suelos, los rizobios han ido ganando un gran valor agrícola y juegan un papel importante 
al aportar fertilidad al suelo (Zahran, 1999). Sin embargo, la presencia de estirpes de 
rizobios autóctonas en los suelos, normalmente altamente competitivas y bien adaptadas 
a esos ambientes, puede reducir los beneficios de la inoculación incluso frente a estirpes 
altamente eficientes. Sin embargo, especialmente en suelos de regiones áridas o 
semiáridas, la supervivencia y el funcionamiento efectivo de las poblaciones tanto 
naturales como inoculadas se puede ver reducido por las altas temperaturas del suelo, 
la sal, el estrés osmótico, la acidez, la alcalinidad y la presencia de metales pesados 
(Zahran, 1999). Problemas de estos tipos son los encontrados en los suelos de las áreas 
de estudio, Marismas del Odiel y Río Tinto, donde se detectaron salinidad, alcalinidad, 
acidez y contaminación por metales pesados, problemas que, además, pueden 
presentarse solos o en combinación, (Tablas 6 y 9).  
La acidez (pH<5) o alcalinidad (pH>8,5) y el bajo contenido en arcillas se consideran 
estreses abióticos primarios y factores importantes para tener en cuenta tanto el número 
de bacterias (Fierer y Jackson, 2006), como los rizobios especialmente infectivos 
(Cheminig’wa y Vessey, 2006) y su diversidad (Giongo et al., 2008).  En los suelos objeto 
de estudio se encontraron bajos niveles de arcilla sólo en las zonas del “Arenal Seco” y 
del “Arenal Inundado” que, además, presentaban pH alcalino, lo que los hace suelos con 
un nivel de estrés abiótico a tener en cuenta. Sin embargo, los otros tres suelos analizados 
en esta zona, presentaron textura arcillosa y pH ácido o alcalino dependiendo de la zona, 
(Tablas 6 y 7). Hay estudios en los que se ha visto que el menor número de estirpes de 
rizobios y también el menor número de nódulos por planta proviene de suelos ácidos 
(Herridge et al., 2008; Kuykendall, 2005). Sin embargo, en este trabajo  se han aislado 15 
estirpes de la zona de suelo ácido “Minas de Río Tinto”, únicamente 10 de la zona 
“Recuperada” y 17 del “Arenal Seco”. A pesar de que los rizobios aislados de suelos 
ácidos no tienen por qué crecer bien en medio ácido, un rizobio que crezca bien en medio 
de cultivo ácido se considera una característica positiva cuando se seleccionan riobios 
para elaborar inoculantes para suelos ácidos (Howieson y Ewin, 1986; Glenn y Dilworth, 
1994). Entre los aislamientos, no se han obtenido rizobios que destaquen por su 
tolerancia a pH realmente ácidos, puesto que ninguno de los aislamientos creció a pH 5 
en el medio de cultivo tamponado  y solamente algunos de ellos lo hicieron a pH 5,5. En 
concreto, son los aislamientos de nódulos de M. marina y de Trifolium sp. los que 
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toleraron pH 5,5 sin dificultad (Tabla 15), por lo que teniendo en cuenta la afirmación de 
Howieson y Ewin (1986) y de  Glenn y Dilworth (1994), estos serían los aislamientos a 
utilizar para su aplicación a suelos ácidos en el futuro. 
 
Por otro lado, la salinización del suelo ha sido un problema en la agricultura 
desde hace cientos de años; actualmente está causando problemas en muchas partes del 
mundo, especialmente en regiones áridas y semiáridas (Manchanda y Garg, 2008) y se 
predice que este problema empeore bajo la influencia del cambio climático con el 
aumento de las condiciones climáticas extremas y la elevación del nivel del mar (Rozema 
y Flowers, 2008). El efecto negativo de la salinidad en el crecimiento y el desarrollo de 
las plantas es un problema considerable para la agricultura y la producción mundial de 
alimentos. En el mundo, más del 20% de la superficie agrícola está afectada por la 
salinidad y su origen puede ser natural o antropogénico. Un suelo se considera salino si 
la conductividad eléctrica de la pasta saturada (equivalente a la sal disponible en el agua 
de los poros del suelo) está alrededor de 4 mS/cm, equivalente a ≈ 40 mM de NaCl, que 
es igualmente equivalente al 7% de la salinidad del agua del mar, (Bruning y Rozema, 
2013). 
Los valores de conductividad de los suelos estudiados no fueron tan altos, situándose la 
mayor concentración en 2,60 mS/cm en la zona “No Recuperada”. Los valores de 
contenido en sal del resto de zonas muestreadas se han situado por debajo de este valor, 
por lo que no serían considerados suelos especialmente salinos. Sin embargo, los rizobios 
aislados de algunos de ellos sí que presentaron tolerancia a altas concentraciones de 
NaCl en el medio de cultivo, lo que concuerda con los resultados de Zahran, (1999) que 
concluye que las estirpes tolerantes a la sal, no tienen por qué provenir necesariamente 
de suelos salinos y viceversa. Ibragimova et al. (2006) tampoco encontraron  correlación 
aparente entre la tolerancia a la sal y el sitio de origen o las especies de plantas noduladas 
en una amplia colección de estirpes de Ensifer de una región contaminada por salinidad 
en el Mar de Aral. Esto es lo que se muestra en esta Tesis, donde podemos observar que 
los aislamientos de las distintas especies de Medicago toleraron en su mayoría 
concentraciones de 450 mM de NaCl y, en el caso de los aislamientos de  M. marina, 
concentraciones de hasta 800 mM; sin embargo, esta especie ha sido muestreada de 
zonas consideradas no salinas, como lo fueron tanto el “Arenal seco” de Marismas del 
Odiel como las dunas de la playa de San Fernando. Guefrachi et al. (2013) encontraron 
DISCUSIÓN 
 
 189 
resultados similares en otros aislamientos de M. marina, ya que la mayor parte de ellos 
fueron capaces de crecer en presencia del 5% (862 mM) de NaCl, y cinco cepas toleraron 
únicamente  el 3% (517 mM) y el 4% (589 mM) en medio YM. 
 
Los contaminantes inorgánicos, en particular metales y metaloides, no se pueden 
degradar biológicamente y son básicamente indestructibles y difíciles de eliminar de los 
suelos contaminados, amenazando la biodiversidad de microorganismos nativos y la 
producción de los cultivos, ya que afectan negativamente al metabolismo de la planta y 
reducen la producción, así como la calidad de los alimentos (Ferraz et al., 2012). En este 
contexto, las leguminosas son un componente importante de los ecosistemas agrícolas, 
ya que juegan un papel fundamental en la cadena alimentaria animal y en el consumo 
humano, manteniendo la fertilidad del suelo, así como el reciclado biogeoquímico de los 
metales de los suelos contaminados (Xie et al., 2015). La posible amenaza de la 
contaminación por metales pesados para la salud pública y la vida silvestre ha llevado a 
la preocupación por el desarrollo de sistemas hechos por el hombre que puedan eliminar 
o neutralizar los efectos adversos (Kamran et al., 2013). El uso de plantas acumuladoras 
de metales, crecidas en condiciones de cultivo intensivo, es una posible vía para eliminar 
diferentes metales del suelo. Además, este sistema es poco costoso y una fuente segura 
de remediación (Lasat, 2002), pudiéndose usar para eliminar la contaminación del suelo 
y del agua y también para prevenir futuras contaminaciones de forma efectiva (Zhang 
et al., 2011). Sin embargo, hay muchas características restrictivas en relación con la 
fitorremediación, como la lentitud del crecimiento y la poca biomasa que desarrollan las 
plantas en suelos contaminados por metales (Li y Ramakrishna, 2011).  
Muchos estudios han demostrado que los microorganismos ayudan a la 
fitorremediación mejorando la producción de biomasa y la absorción de metales por las 
plantas (Farrag et al., 2012; Langella et al., 2014; Luo et al., 2011, Ma et al., 2011; Rajkumar 
et al., 2010; Whiting et al., 2001). Sin embargo, se ha prestado poca atención a potenciar 
los microorganismos endófitos aislados de especies de cultivo que crecen en zonas 
contaminadas con metales pesados. 
En los suelos analizados en este trabajo se ha detectado la presencia de metales pesados, 
a veces en concentraciones preocupantes tratándose de ecosistemas protegidos, como es 
el caso del cobre y del arsénico (Tabla 11). Pero gran parte de las bacterias aisladas de 
ellos presentaron resistencia a metales pesados, lo que como se ha dicho, puede ser una 
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fuente de microorganismos beneficiosos que ayuden a las plantas a mejorar las 
condiciones del suelo. Los metales a los que se ha observado una mayor resistencia entre 
los aislamientos de todas las zonas han sido arsénico y cobre (Tabla 22), precisamente 
aquéllos que se encuentran en concentraciones más preocupantes. Cabe mencionar que 
muchos de estos aislamientos también presentaban tolerancias destacables a cobalto, 
níquel y cinc. Los estudios de tolerancia a cadmio realizados a los aislamientos de M. 
marina, indicaron que todos los aislamientos toleraron concentraciones de cadmio por 
debajo de 0,5 mM, que es aquella a partir de la cual un microorganismo se considera 
tolerante. En el caso del cinc, las bacterias resultaron más tolerantes, puesto que todas 
ellas fueron capaces de crecer como mínimo con 1 mM, concentración a la que una 
bacteria ya se considera tolerante (Tabla 23).  
 Se ha publicado que las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) presentan 
funciones enzimáticas útiles para mejorar el crecimiento de las plantas en condiciones 
de estrés. En principio, muchas de ellas se desarrollan en la superficie de la raíz y en los 
alrededores del suelo, teniendo la ventaja de la fuente de carbono y energía que suponen 
los exudados de la raíz (Doornbos et al., 2012). Pero también ejercen efectos beneficiosos 
en sus hospedadores por numerosos mecanismos que promueven el crecimiento de la 
planta, entre ellos la fijación de nitrógeno, la solubilización de fósforo inorgánico, la 
producción de fitohormonas y sideróforos, la excreción de diversos compuestos con 
función antibiótica o la actividad lítica contra los organismos patógenos, etc. (Dobbelaere 
et al., 2003; Pérez-Montaño et al 2014). Los efectos de las PGPR provienen de una 
manipulación compleja del equilibro de la red de hormonas de la planta, implicadas 
directamente en el crecimiento o la estimulación de la formación de la raíz. Por ejemplo, 
la biosíntesis de AIA por bacterias PGPR mejora la proliferación de la raíz (Dobbelaere 
et al., 1999; Khalid et al., 2004). Las bacterias usan estas fitohormonas para interaccionar 
con las plantas como parte de su estrategia de colonización, incluyendo la 
fitoestimulación y la evasión de los mecanismos basales de defensa de la planta. 
 Los aislamientos de las Marismas del Odiel y Río Tinto han demostrado ser muy 
variables en cuanto a la capacidad productora de AIA (Tabla 16), ya que los provenientes 
de la zona “Recuperada” no son especialmente productores, a diferencia de los 
aislamientos de la especies de Medicago del “Arenal Seco” y los de “Minas de Río Tinto” 
que sí han demostrado ser grandes productores, lo que puede tener ventajas no sólo para 
la plantas a las que están asociados sino para la propia bacteria, ya que se ha indicado 
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que el AIA puede también ser una señal molecular bacteriana y puede tener un efecto 
directo sobre la fisiología de la bacteria (Spaepen et al., 2007). 
El fósforo es el segundo macroelemento limitante para el crecimiento de las plantas 
después del nitrógeno (Sharma et al., 2013) debido a que su disponibilidad para la planta 
está, a veces, limitada por su naturaleza compleja, que lo hace difícil de solubilizar al 
estar formando parte de minerales accesorios como el calcio, el aluminio y el hierro 
(Narsian et al., 2010; Goldstein, 1986). 
Bacterias como Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Erwinia, Pseudomonas, Rhizobium o 
Serratia, se conocen como bacterias solubilizadoras de fosfato (Sudhakar et al., 2000; 
Mehnaz y Lazarovits, 2006) y lo solubilizan por secreción de ácidos orgánicos que lo 
hacen disponible para la planta y ayudan a promover su crecimiento (Rodríguez y Fraga, 
1999; Khan et al., 2009). La secreción de ácidos orgánicos como el glucónico o el 
cetoglucónico reduce el pH del medio y quela el catión metal del fosfato insoluble (Khan 
et al., 2009). Así, las cinéticas típicas de la solubilización de los fosfatos incluyen una 
disminución gradual del pH a medida que se aumentan los fosfatos solubles con el 
tiempo. Los resultados obtenidos en este trabajo prueban una vez más la capacidad 
solubilizadora de fosfato de los rizobios, ya que se han encontrado estirpes con gran 
capacidad solubilizadora aisladas de todas las plantas muestreadas, ya sean aislamientos 
de crecimiento lento de O. compressus o cepas de crecimiento rápido aisladas de Medicago 
o Trifolium. Aunque hay que destacar que no ha sido ésta una característica generalizada 
entre todos los aislamientos puesto que se han encontrado aislamientos de las mismas 
plantas y las mismas zonas que no han presentado dicha capacidad (Tabla 16).  
La tolerancia a estreses ambientales en general, como la salinidad, el estrés osmótico, la 
toxicidad por metales pesados o el bajo pH es un proceso complejo en el que están 
implicados muchos genes presentes en el cromosoma y en los plásmidos (Delorme et al., 
2003, Nogales et al., 2002) y los ambientes estresados podrían entonces favorecer el 
intercambio la adquisición y modificación de estos genes favoreciendo procesos de 
recombinación genética como la conjugación o la transducción y transformación que 
permiten la transferencia de genes entre los rizobios y resultan en un aumento de la 
tolerancia al estrés (Elboutahiri et al., 2010).  
En este trabajo se han aislado rizobios tolerantes y sensibles al estrés, de suelos afectados 
por salinidad, pH y altos niveles de metales pesados. Ambos tipos de cepas, sensibles y 
resistentes, se podrían haber mantenido en los cultivares locales de leguminosas, 
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aportando éstas a los rizobios nichos protectores, como se ha publicado en otras 
ocasiones (Delorme et al., 2003; Fall et al., 2008) de este modo, se contribuye a aumentar 
la diversidad de genotipo y fenotipo. Los rizobios que sobreviven en cada micronicho, 
están más protegidos por su capacidad de invadir las raíces y formar relaciones 
simbióticas con las plantas.   
No sólo la presencia de diferentes tipos de estrés abiótico en el medio favorece la 
transferencia génica, sino que el paso horizontal de genes de unas estirpes a otras es de 
sobra conocido. Algo así es lo que ocurre con los genes de nodulación, que al encontrarse 
en plásmidos o islas simbióticas se facilita su transferencia y por eso no es suficiente con 
hacer estudios filogenéticos de genes como el ARNr 16S o los genes housekeeping cuando 
se trata de estirpes de rizobio, sino que hay que tener en cuenta los genes de nodulación. 
Esta premisa es la que se ha tenido en cuenta en este trabajo para el estudio de los 
simbiontes de M. marina, ya que se ha secuenciado el gen ARNr 16S de 30 aislamientos 
diferentes de la planta tras eliminar la redundancia de los 80 aislamiento iniciales 
mediante la técnica de ERIC-PCR. Esta técnica se escogió porque tanto la BOX-PCR, 
como la ERIC-PCR son muy útiles para la identificación y clasificación de cepas 
bacterianas, incluyendo Ensifer (De Bruijn, 1992). La secuenciación del ARNr 16S de los 
30 aislamientos mostró que 29 de ellos presentaban una alta similitud (99 – 100%) con E. 
meliloti LMG 6133T y solamente una cepa, SF3.41, estaba relacionada con la cepa tipo de 
E. medicae LMG 19920T (Tabla 17 y Figura 19). No es la primera vez que algo así ocurre 
ya que otros autores han publicado resultados similares con los aislamientos de otras 
especies de Medicago, en los que la mayor parte de los aislamientos pertenecen a E. 
meliloti y una mínima parte están íntimamente relacionados con E. medicae. Talebi et al. 
(2008) publicaron que E. meliloti es el principal simbionte de alfalfa en Irán, pero que E. 
medicae no está ausente en aquella región, al igual que Silva et al. (2007), que encontraron 
solamente 6 estirpes de E. medicae de 176 aislamientos de M. sativa, Medicago lupulina y 
M. polymorpha muestreadas en 15 localizaciones en Méjico y que Zribi et al. (2004), que 
identifico únicamente 27 cepas de E. medicae en 299 aislamientos de M. truncatula en 
suelos de Túnez, lo que sugiere que E. meliloti es el simbionte predominante nodulando 
los medicagos perennes como M. sativa (Talebi et al., 2008) o M. marina.  
Además de secuenciar el gen ARNr16S de todos los aislamientos, se obtuvo y analizó la 
secuencia parcial del gen housekeeping glnII de una serie de aislamientos representativos. 
Los resultados indicaron (Tabla 17 y Figura 21) que el aislamiento SF3.41 pertenece a la 
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especie E. medicae, puesto que su similitud en este gen fue del 100% con la cepa tipo de 
E. medicae y en el caso del resto de aislamientos secuenciados todos presentaron una 
similitud del 99% con E. meliloti LMG 6133T. Por lo que de nuevo se corroboró que todos 
los aislamientos excepto uno pertenecieron a la especie E. meliloti. Zakhia et al. (2004) 
aislaron bacterias fijadoras de nitrógeno de leguminosas de una región del sur de Túnez 
y cuatro de esos aislamientos (STM 361, STM 362, STM 382 y STM 383) fueron aislados 
de nódulos de M. marina, especie amenazada en aquella área geográfica. Una de las 
estirpes se identificó como Rhizobium, siendo la especie más relacionada R. galegae y las 
otras tres se identificaron como Ensifer, con E. meliloti como especie más relacionada. Por 
otro lado, Guefrachi et al. (2013) describieron la biodiversidad de los rizobios que 
nodulan M. marina en una región árida de Túnez y todos los aislamientos compartían 
una similitud del 100% en el gen ARNr 16S (PCR-RFLP) con la cepa de referencia E. 
meliloti ORS 665 (=LMG 6133T). Por lo que tanto los datos obtenidos en esta Tesis como 
los de Guefrachi et al. (2013) indicarían que las bacterias aisladas de nódulos de M. marina 
pertenecen principalmente al género Ensifer, siendo E. meliloti la especie más frecuente, 
no solo en el suroeste de España sino también en el sur de Túnez. 
Los aislamientos de M. marina presentaron las capacidades de tolerar pH extremos, altas 
concentraciones de sal e incluso metales pesados (Tablas 19 y 23), pero cabe destacar 
que, además, todos los aislamientos presentaron un rango de temperatura de 
crecimiento entre los 22 y los 37 ºC, tolerando 9 de ellos 40 ºC; esta característica ya la 
había detectado Guefrachi et al. (2013) ya que sus aislamientos del sur de Túnez crecieron 
todos a 40 ºC, lo que concuerda con la observación hecha por Eaglesham y Ayanaba 
(1984) en rizobios aislados de judía, quienes sugieren que en los aislamientos hechos de 
zonas cálidas y secas se facilita la selección de rizobios tolerantes a altas temperaturas a 
partir de las poblaciones naturales. 
Los estudios de la resistencia intrínseca a determinados antibióticos (Tabla 19), 
demostraron que la resistencia a algunos de ellos como la eritromicina y la neomicina 
varió entre los aislamientos, mientras que todos ellos crecieron en presencia 
cloranfenicol 60 µg ml-1. La alta resistencia intrínseca de estirpes de E. meliloti y E. medicae 
a algunos antibióticos, entre ellos el cloranfenicol, ya se ha descrito anteriormente 
(Delome et al., 2003; Wei et al., 2003). 
Una vez caracterizados genética y fisiológicamente, se procedió a la caracterización 
simbiótica de los aislamientos de M. marina. Se observó que no todos los aislamientos 
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presentaron la misma relación simbiótica con las diferentes plantas de Medicago testadas 
(Tabla 20). En M. sativa todas las estirpes fueron fijadoras de nitrógeno (Fix+) con la 
excepción de SF3.48 que indujo nódulos inefectivos. En M. polymorpha y M. murex la 
mayoría de los aislamientos indujeron solamente abultamientos en la raíz. En las otras 
especies de Medicago, incluyendo M. marina, se observaron más diferencias entre las 
distintas cepas, mientras que unas formaron nódulos fijadores otras dieron lugar a 
nódulos inefectivos. Es de interés mencionar que únicamente el aislamiento SF3.41 y la 
estirpe control E. medicae M19.1 formaron nódulos efectivos en todas las especies de 
Medicago testadas. La cepa tipo E. meliloti LMG 6133T dio lugar a nódulos no fijadores en 
dos plantas, M. orbicularis y M marina, y a nódulos fijadores en otras dos, M. sativa y M. 
minima. Estos resultados mostraron que, aunque la mayoría de los aislamientos están 
relacionados con E. meliloti, no comparten el mismo rango de nodulación ni con la cepa 
tipo de E. meliloti ni con el resto de aislamientos, siendo por tanto simbióticamente 
diversos.  
El comportamiento simbiótico de E. medicae LMG 19920T fue inesperado, esta estirpe o 
bien no desarrolló nódulos o bien desarrolló pocos y tardíos; esto ocurrió en la mayoría 
de las plantas, incluida M. polymorpha, siendo ésta su especie de referencia para la 
simbiosis (Rossbach et al., 2008).  
Desde el punto de vista del hospedador, para conocer el rango de nodulación de M. 
marina se seleccionaron una serie de especies del genero Ensifer (E. americanus CFNEI 
156T, E. arboris LMG 14919T, E. fredii HH103, E. kostiense LMG 15613T, E. kummerowiae 
CCBAU 71714T, E. morelense Lco4T, E. saheli LMG 7837T, y E. terangae LMG 7834T) y se 
probó su capacidad para nodular y su eficiencia en plantas de M. marina usando M. sativa 
como control. Así es como se observó que la única especie capaz de nodular de forma 
eficiente M. marina entre las probadas fue E. kummerowiae CCBAU 1714T. Las cepas de 
otras especies solamente llegaron a formar pequeños nódulos blancos, como fueron los 
casos de E. kostiensis, E. americanus y E. terangae, mientras que el resto de las especies 
testadas no produjeron nódulos.  
De los estudios simbióticos realizados tanto de los aislamientos obtenidos de los nódulos 
de las plantas de M. marina como de los ensayos realizados con las cepas tipo de Ensifer 
sobre esta planta, se puede concluir que los simbiontes naturales más frecuentes de M. 
marina pertenecen a E. meliloti, que, por primera vez, se ha aislado una cepa perteneciente 
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a E. medicae de nódulos de esta planta, y que, también por vez primera, se ha demostrado 
que E. kummerowiae nodula eficientemente a M. marina bajo condiciones de laboratorio.  
El establecimiento de una simbiovariedad requiere conocimientos, entre otras 
características, de la especificidad simbiótica, que depende mucho de los genes de 
nodulación. El establecimiento de las simbiovariedades se basó primero en la capacidad 
para nodular o no en una especie de planta y después se extendió a la capacidad de fijar 
nitrógeno, (Kim et al., 2012; Radeva et al., 2001). Para intentar determinar la causa de la 
gran diversidad encontrada en el comportamiento simbiótico de los aislamientos de M. 
marina en las diferentes especies de Medicago, y ante la posibilidad de que se tratara de 
cepas pertenecientes a diferentes simbiovariedades, se procedió al estudio de dos de los 
genes simbióticos, nodC y nodA, los más usados junto nodB (Faghire et al., 2012) para este 
tipo de estudios. 
nodC es un gen nod común que codifica una N-acetil glucosamina transferasa implicada 
en el ensamblaje de los factores Nod, por ello es esencial para la nodulación en la mayoría 
de los rizobios (Ruíz-Díez et al., 2012). Los resultados del análisis de las secuencias del 
gen nodC de los aislamientos de M. marina mostraron una gran similitud (99%) con la de 
la cepa tipo de E. meliloti. Además, en el árbol filogenético construido con las secuencias 
del gen nodC (Figura 22) todos los aislamientos excepto SF3.41, se agruparon en la rama 
superior con E. meliloti ATCC9930T (=LMG 6133T) y la cepa RP254, pertenecientes ambas 
a la simbiovariedad meliloti. La estirpe SF3.41 quedó agrupada junto con las estirpes de 
la especie E. medicae, que no pertenecen a ninguna simbiovariedad definida. El resto de 
simbiovariedades descritas se agruparon en diferentes ramas del árbol y ninguno de los 
aislamientos está cercano a ellas.  
NodA ejerce su función como acil transferasa en la síntesis de factores Nod. Algunas 
simbiovariedades de E. meliloti, como medicaginis y rigiduloides (Gubry-Rangin et al., 
2013; Villegas et al., 2006) se han descrito teniendo en cuenta la secuencia del gen nodA; 
por esta razón se secuenció dicho gen en una serie de aislamientos. El análisis de las 
secuencias y la filogenia hecha con el gen nodA mostraron resultados semejantes a los 
obtenidos con nodC, todos los aislamientos, excepto el descrito como E. medicae, se 
agruparon con las estirpes descritas como E. meliloti simbiovariedad meliloti (Figura 23). 
Por lo que se puede concluir que los aislamientos de M. marina obtenidos en este trabajo 
pertenecen mayoritariamente a E. meliloti simbiovariedad meliloti, excepto SF3.41 que 
pertenece a E. mediacae.   
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Por tanto, para poder justificar el distinto comportamiento simbiótico de estos 
aislamientos habría que realizar otros estudios como determinar la existencia de 
sistemas de secreción de proteínas de tipo III o de tipo IV y la secreción los distintos tipos 
de efectores que afectaran al rango o a la eficiencia de la nodulación en las distintas 
plantas. O bien sería interesante estudiar la expresión de distintos péptidos NCR en las 
diferentes especies de Medicago utilizadas que provocaran un distinto comportamiento 
con las diferentes cepas. Maróti et al. (2015) para intentar justificar la existencia de un 
elevado número de péptidos NCR en M. truncatula (más de 750), han postulado que 
podrían tener efectos específicos de estirpe. Esta hipótesis apoyaría el distinto 
comportamiento simbiótico de los aislamientos de M. marina en las diversas especies de 
Medicago, de modo que la presencia de alguno de estos péptidos en determinadas plantas 
impediría la diferenciación final a bacteroides funcionales en algunos aislamientos frente 
a otros. 
 
Muchas de las bacterias aisladas de nódulos de leguminosas en este trabajo 
presentaron valores de tolerancia a ciertos metales pesados que son considerados como 
valores de resistencias dentro de las bacterias (Nieto et al., 1987; Brim et al., 1999) (Tablas 
22 y 23). En particular, algunos aislamientos de M. marina, como los casos de las estirpes 
ORT12 y SF3.41 fueron resistentes a metales pesados como cobalto, cobre, níquel y cinc. 
Por este motivo, se seleccionaron estos aislamientos para determinar la presencia de 
algunos de los sistemas de destoxificación de metales encontrados en los rizobios. En 
particular se seleccionaron los genes cadA y nolG para conocer su distribución entre los 
aislamientos de M. Marina. Ambos genes fueron amplificados en todos los aislamientos 
de esta planta, pero se seleccionó al gen nolG para continuar su estudio por su posible 
doble papel en la resistencia a metales y en la simbiosis en algunos de estos aislamientos. 
 
Muchos genes presentes en el psymA aportan versatilidad a E. meliloti y pueden 
funcionar para la adaptación a los dos tipos de vida, libre y simbiótico. Entre los genes 
nod y nol presentes en este plásmido se encuentra el operón nodM-nolFG-nodN. Surin y 
Downie (1988) encontraron una homología altamente significativa entre el primer gen 
del operón y el gen nodM de R. leguminosarum bv. viciae así como entre el último gen y 
nodN de la misma especie. La homología de aminoácidos fue del 82,2% y 75,2% 
respectivamente, indicando que estos genes están conservados en, al menos, estas dos 
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especies. Por la homología de su secuencia, los genes nolF y nolG se cree que codifican 
los componentes MFP y RND, respectivamente, de una bomba MDR de tipo RND. Las 
proteínas RND forman complejos con proteínas de fusión a la membrana, MFP, en el 
periplasma y con proteínas canales de membrana externa de la superfamilia TolC para 
acomplejar el transporte desde la célula al medio extracelular. Además, la organización 
en operones de la proteína MFP y la RND sugiere un probable proceso de coevolucion 
para proteger a la célula de compuestos tóxicos. Estos hallazgos también sugieren que 
RND, MFP y OMF actúan en conjunción para mediar el transporte a través de ambas 
membranas de la envoltura celular, como ha sido evidente por experimentos genéticos 
(Dinh et al., 1994). Los sustratos transportados por los sistemas RND son diversos, desde 
compuestos antimicrobianos, compuestos hidrofóbicos, metales pesados, etc. Pero en el 
caso del sistema RND formado por los genes nolFG, no se conocen con exactitud los 
sustratos, así como tampoco se conoce su posible implicación en simbiosis, ya que hay 
bibliografía que muestra indicios de que pudiera ser un sistema de transporte de factores 
Nod (Saier et al., 1994), mientras que otros autores, como Mendoza-Hernández et al. 
(2007), defienden que no hay evidencias experimentales que soporten la propuesta de 
que la función de nolG es un exportador de lipoquitin oligosacáridos,  sino que proponen 
que nolG podría estar implicado en la expulsión de antibióticos como las 
fluoroquinolonas y la novobiocina, o la sal biliar deoxicolato, más que en el proceso 
simbiótico rizobio-leguminosa. 
 Al final del operón se encuentra un gen con homología con nifN, pero la orientación de 
éste al revés, indica que nodN es el último gen del operón.  
 
La falta de información confirmada y contrastada acerca de la función de los 
genes nolFG del operón nodM-nolFG-nodN ha hecho que se considerara de gran interés, 
tanto por su posible implicación en la resistencia a metales pesados de los aislamientos 
de M. marina, como por la implicación simbiótica que pudiera tener. Para el estudio del 
gen nolG se escogieron dos de los aislamientos de M. marina más resistentes a altas 
concentraciones de metales pesados, como son E. meliloti ORT12 y E. medicae SF3.41 cuya 
resistencia era ligeramente menor que la de ORT12, pero se trataba de la única cepa 
aislada de M. marina que no pertenecía a la especie E. meliloti, lo que la hizo 
especialmente interesante. 
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Tras la amplificación, secuenciación y análisis del gen nolG de ORT12 y SF3.41 y su 
comparación con las respectivas secuencias del nolG de E. meliloti 1021 y E. medicae WSM 
419, se detectaron 18 nucleótidos diferentes en la secuencia de la estirpe ORT12 con 
respecto a Sm1021, que originaron 7 diferencias a nivel de aminoácidos (Figuras 25 y 27). 
En el caso de E. medicae las diferencias fueron menores, habiéndose encontrado 
únicamente un nucleótido distinto entre la secuencia del gen nolG de SF3.41 y la del 
mismo gen la cepa de referencia, WSM 419. Esa diferencia a nivel de ADN no determinó 
cambios en la secuencia de aminoácidos, (Figura 26). 
En la secuencia de NolG existen dos residuos de aminoácidos, un aspartato en la 
posición  408 y una lisina en la 940, que están conservados en la familia HAE-RND pero 
no en la HME-RND (Perrin et al., 2010; Tseng et al., 1999) y se ha podido comprobar que 
en esas posiciones la proteína NolG de E. meliloti ORT12, no presentó dichos 
aminoácidos sino una alanina en la posición 408 y una asparragina en la 940, lo que una 
vez más apoyaría la pertenencia del gen nolG de E. meliloti SVQ 747 a un sistema HME-
RND implicado en el transporte de metales pesados.  
Una vez obtenidos los mutantes en el gen nolG por inserción del casete lacZ-Gm en E. 
meliloti SVQ747 y E. medicae SVQ748, derivados espontáneos rifampicina resistentes de 
ORT12 y SF3.41, respectivamente, se estudió su resistencia a metales pesados. En el caso 
de E. meliloti SVQ747, no se apreciaron diferencias en la tolerancia a cobre, cinc, cadmio, 
cobalto y níquel entre la estirpe parental SVQ747 y su derivado mutado en el gen nolG, 
SVQ749, por el método de la difusión en discos en las condiciones estudiadas (Tabla 24). 
Sin embargo, comparando la estirpe parental de E. medicae, SVQ748, con la estirpe 
mutante, SVQ750, se observó una tendencia a una menor tolerancia a cinc y cadmio del 
mutante. Las pocas diferencias encontradas entre los mutantes en nolG y las cepas 
parentales podrían ser debidas a que nolG no tenga actividad destoxificadora de estos 
metales en estas bacterias, o bien que las concentraciones utilizadas no permitan 
distinguir entre silvestre y mutante, de modo que habría que hacer un barrido utilizando 
dosis más altas de metales u otros metales.   
Paralelamente, se realizaron curvas de crecimiento en presencia de CdCl2 0,2 mM para 
las cepas de E. meliloti y 0,075 mM para las estirpes E. medicae y de ZnSO4 0,56 y 0,27 mM 
para E. meliloti y E. medicae respectivamente, en las que tampoco se encontraron 
diferencias apreciables en el tiempo de generación de las estirpes parentales y mutantes 
nolG de ninguna de las dos especies de estudio, (Figuras 33, 34, 35 y 36). 
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Hay ejemplos de otras bombas RND en las que se describe que tienen un papel en la 
destoxificacion de sustancias antimicrobianas en E. meliloti 1021; tal es el caso de los 
genes SMc02868-SMc02867, cuya mutación por deleción resultó en una disminución de 
entre 2 y 64 veces la tolerancia a diversos compuestos incluyendo antibióticos, 
detergentes, colorantes y sustancias sintetizadas por las plantas. Además, cuando los 
genes SMc02868-SMc02867 se expresaron en trans en un vector bajo la expresión de su 
propio promotor en la estirpe mutante, la resistencia a estos compuestos se restableció 
completamente. Estos resultados sugirieron que la bomba tipo RND SMc02868-
SMc02867, designada SmeAB, juega un papel importante en la expulsión de sustancias 
toxicas en E. meliloti 1021 (Eda et al., 2011). Por este motivo, se ha testado tolerancia a 
sustancias antimicrobianas, como antibióticos o colorantes de las estirpes parentales y 
mutantes de ambas especies, sin encontrar tampoco resultados de tolerancia 
diferenciales entre las estirpes parentales y sus derivados mutantes de ambas especies 
(M. del Saz, comunicación personal). 
El hecho de no observar incrementos en la susceptibilidad a sustancias toxicas en los 
mutantes en el gen nolG en SVQ747 y SVQ748 puede deberse a diversas causas, sin 
contemplar la opción de que las bombas no sean funcionales. En primer lugar, estas 
bombas podrían expulsar compuestos que no se han probado en este estudio. Además, 
podría ser que las bombas se expresaran levemente o no se expresaran en las condiciones 
testadas, por lo que la mutación habría tenido muy poco efecto en la susceptibilidad a 
los antimicrobianos (Eda et al., 2011). Quizá sería oportuno comprobar el efecto que 
tienen los metales pesados, sustancias tóxicas, antimicrobianos, etc., en las dos estirpes 
de cada especie en presencia del flavonoide inductor, ya que se ha comprobado su 
función como activador de la transcripción del gen nolG. La tercera causa, podría ser que 
estas bombas no estuvieran implicadas en la resistencia a antimicrobianos, sino que 
podrían jugar otros papeles (Eda et al., 2011). Muchos estudios han revelado los papeles 
fisiológicos de las bombas MDR (Martínez et al., 2009; Piddock, 2006), por ejemplo, el 
operón MexAB-OprM de P. aeruginosa está implicado en la traslocación de señales de 
quorum sensing (Evans et al., 1998; Pearson et al., 1999). Si la bomba transporta compuestos 
no tóxicos que sirven para funciones fisiológicas, su actividad no podría ser detectada 
en test de sensibilidad a compuestos antimicrobianos, metales pesados, ni otro tipo de 
sustancias tóxicas. 
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Recientemente se ha descrito en la bacteria patógena de humanos Stenotrophomonas 
maltophilia (Lin et al., 2015), que mutaciones en un sistema RND, en este caso de expresión 
constitutiva, como es smeYZ, puede generar cambios en características relacionadas con 
la colonización del hospedador, como pueden ser la movilidad de tipo swimming, la 
abundancia de flagelos o la formación de biofilm. Concretamente, la mutación de este 
sistema smeYZ afecta negativamente a la movilidad tipo swimming, ya que el mutante 
pierde por completo la capacidad móvil que presenta la estirpe silvestre, lo que se explica 
por la pérdida total de flagelos en la superficie de la bacteria mutante con respecto a la 
silvestre.  
A pesar de evidencias de este tipo en bacterias patógenas, cuando se estudió como 
afectaba la mutación por inserción de lacZ:Gm en nolG a la movilidad tipo swimming en 
SVQ749 y SVQ750 frente a sus respectivos parentales SVQ747 y SVQ748  se observaron 
diferencias, pero en sentido contrario en cada uno de ellos. Se detectó una ligera pero no 
siempre significativa mayor movilidad swimming en el mutante SVQ749 frente a su 
estirpe parental SVQ747, (Figuras 38 y 47) y una disminución de la misma que no 
siempre fue significativa en SVQ750 frente a SVQ748 (Figuras 41 y 48). Además, estas 
diferencias no se debieron a diferencias de crecimiento en el medio de cultivo utilizado, 
dado que no se observaron cambios apreciables en la capacidad de crecimiento en medio 
Brommfield, (Figuras 37 y 40). 
Para determinar el papel de nolG en estos, no siempre significativos, cambios de 
movilidad observados en los mutantes, se construyeron los plásmidos pMUS1306 y 
pMUS1313 que portan una copia del gen nolG silvestre de SVQ747 y de SVQ748, 
respectivamente, bajo la expresión de un promotor constitutivo de pBBR1MCS-2. Los 
resultados de movilidad de SVQ749 portador del plásmido pMUS1306 frente a SVQ749 
portador de pBBR1MCS-2 (Figura 39) mostraron una reducción significativa de la 
movilidad en SVQ749 pMUS1306 frente a SVQ749 pBBR1-MCS2 algo mayor que el 
aumento de movilidad mostrado por el mutante frente al parental, posiblemente debida 
a la expresión constitutiva del gen nolG.  
Igualmente se ha observado que la estirpe mutante SVQ750 portadora del plásmido 
pMUS1313 aumentó significativamente su capacidad de movimiento (Figura 42), quizás 
por la expresión constitutiva de nolG, con respecto a SVQ750 pBBR1MCS-2.   
Los resultados obtenidos del estudio de la implicación de la mutación en nolG mediante 
inserción de lacZ-Gm en la movilidad de tipo swimming en las dos estirpes analizadas no 
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permiten concluir un efecto claro sobre esta propiedad y, en todo caso, denotaría distinto 
papel en la movilidad tipo swimming en una especie bacteriana frente a la otra. 
Como ya se ha comentado anteriormente, según la bibliografía disponible la expresión 
del operón que se está estudiando se induce en respuesta al flavonoide luteolina. Por 
ello se consideró oportuno estudiar la capacidad inductora haciendo un barrido con 
distintos flavonoides, en primer lugar, sobre la expresión del promotor del gen nodA de 
R. leguminosarum bv. viciae con el plásmido pMP240, y posteriormente, si estos mismos 
flavonoides inducían la expresión del gen nolG aprovechando la inserción del casete 
lacZ-Gm. La actividad β-galactosidasa medida sobre el plásmido pMP240 puso de 
manifiesto que la mayor parte de los flavonoides probados no indujeron la expresión de 
los genes nod en ninguna de estas dos cepas y en las condiciones estudiadas (Tabla 25). 
Únicamente los flavonoides 4-7 dihidroxiflavona, isoliriquitigenina y luteolina 
presentaron valores de inducción por encima de 1,5 veces la inducción frente al control 
sin flavonoide en la cepa SVQ747 de E. meliloti. Por su parte, la hesperitina fue el único 
flavonoide con valor de inducción por encima de 1,5 veces sobre el control sin flavonoide 
en E. medicae SVQ748 (Tabla 25). A pesar de estos resultados, en experimentos sucesivos 
se utilizaron los mismos flavonoides para la cepa de E. meliloti que para E. medicae.  
Los bajos valores de inducción de estos tres flavonoides se redujeron más al cuantificar 
la actividad β-galactosidasa de la inducción del gen nolG en el mutante SVQ749 de E. 
meliloti (Tabla 26). Esto puede deberse a la proximidad entre el gen lacZ y el promotor 
del gen nodA de R. leguminosarum bv. viciae, en comparación con las 4 kb que separan el 
promotor nod del operón del punto en que está inserto el gen lacZ en los mutantes 
SVQ749 y SVQ750. Sin embargo, en el caso de E. medicae SVQ750 (Tabla 26) se 
mantuvieron (caso de la isoliquiritigenina) o aumentaron levemente (caso de la 4-7 
dihidroxiflavona). En cualquier caso, ninguno de los valores de inducción obtenidos son 
los que cabría esperar para genes de nodulación. 
Para estudiar el efecto de los flavonoides inductores sobre la movilidad de tipo swimming 
se decidió usar la luteolina, a pesar de los bajos valores de inducción de las fusiones en 
pMP240 y sobre la de la mutación, por ser el flavonoide típicamente utilizado en E. 
meliloti. En primer lugar, se hicieron curvas de crecimiento en presencia de luteolina para 
descartar distinto efecto del flavonoide sobre parentales E. meliloti SVQ747 y E. medicae 
SVQ748 y sus respectivos mutantes SVQ749 y SVQ750, no observándose diferencias en 
ninguna de las cepas (Figuras 43, 44, 45 y 46).  
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Una vez conocida que la luteolina no afectaba al crecimiento se llevaron a cabo los 
estudios de la movilidad de tipo swimming de todas las cepas. En primer lugar, en el caso 
de E. meliloti, se observó (Figura 47) que la luteolina disminuyó significativamente la 
movilidad tanto en la cepa parental, SVQ747, como en la mutante, SVQ749, y ese efecto 
no fue debido al metanol, que, por el contrario, aumentó significativamente la movilidad 
en las dos cepas. Un efecto similar se ha observado en E. meliloti GR4 cuya movilidad en 
superficie en medio mínimo y agar noble 0,6%, se veía reducida en presencia de luteolina 
(MJ Soto, comunicación personal). Además, de nuevo se observó como el mutante 
SVQ749 fue significativamente más móvil que SVQ747 en la condición control, por el 
contrario, la diferencia observada en presencia de luteolina no fue estadísticamente 
significativa.  Sin embargo, no se han encontrado posibles explicaciones al incremento 
de movilidad ejercido por el metanol.  
La misma disminución de la movilidad por efecto de la luteolina, aunque menos 
acusadas y sin diferencias estadísticamente significativas, se ha encontrado en el caso de 
E. medicae (Figura 48). No se observó ningún efecto del metanol sobre la movilidad y, de 
nuevo se puso de manifiesto la menor capacidad móvil del mutante SVQ750 que el 
parental SVQ748. El distinto comportamiento que la mutación por inserción del lacZ-Gm 
provocó sobre la movilidad de tipo swimming indicaría, a pesar de la similitud entre los 
genes nolG de E. meliloti SVQ747 y E. medicae SVQ748 (99%) y que el proceso seguido 
para la construcción de los mutantes fue similar, un distinto papel del sistema RND, o 
de las sustancias que exporta, en la movilidad de estas bacterias.  
El efecto reductor de la movilidad que provoca la luteolina en E. meliloti SVQ747podría 
tener su explicación en la implicación simbiótica de la movilidad, ya que la luteolina 
actuaría como señal que indicaría a la bacteria la presencia de la planta, por lo que la 
bacteria disminuría su movilidad e iniciaría los sistemas de colonización, formación de 
biofilm sobre la raíz, curvatura del pelo radical, etc.  
 
La bomba tipo RND NolFG se piensa que está implicada en nodulación porque la 
inserción de Tn5 en cualquiera de los genes del operón resultó en un retraso en la 
nodulación y una reducción del número de nódulos en alfalfa (Baev et al., 1991). Por lo 
que se han caracterizado simbióticamente los mutantes por inserción del casete lacZ-Gm, 
E. meliloti SVQ749 y E. medicae SVQ750, en plantas de M. sativa. En primer lugar, se 
realizaron ensayos de competitividad enfrentando a SVQ750 frente a SVQ748 pGUS3, 
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usando como control la coinoculación de SVQ748 junto con SVQ748 pGUS3. Los 
resultados encontrados (Tabla 27) mostraron que la estirpe E. medicae SVQ750 tuvo un 
comportamiento competitivo similar al de la cepa parental SVQ748, con porcentajes en 
torno al 37 y 32% de nódulos ocupados, respectivamente. Esta diferencia de 
aproximadamente el 5% se encuentra dentro de los límites de error del experimento en 
las condiciones realizadas, que se sitúa entre el 7 y el 9% (error determinado 
considerando la media de tres experimentos independientes), a pesar de que este 
experimento se realizó una única vez, la falta de diferencias entre los porcentajes 
mostrados por la estirpe parental y la mutante hizo que no se continuara estudiando el 
fenotipo simbiótico de las cepas de E. medicae.  
Los estudios de competitividad por la nodulación de la alfalfa de E. meliloti SVQ747 
frente a su mutante SVQ749 mostraron (Tabla 28) la mayor capacidad competitiva del 
mutante con un 77,2 % de nódulos ocupados. Por lo que, de nuevo, se puso de manifiesto 
el distinto efecto de la mutación de nolG en E. meliloti SVQ747 y E. medicae SVQ748.  
Como complemento al estudio de la competitividad por la nodulación en E. meliloti 
SVQ747 y su mutante, se analizó cómo afectaba a esta capacidad del mutante SVQ749 la 
presencia de copias silvestres constitutivas del gen nolG en el plásmido pMUS1306 frente 
al parental, usándose como controles la estirpe parental y la mutante ambas con el vector 
sin nolG y el mutante con pMUS1306 (Tabla 28). Los resultados mostraron que la 
presencia de copias del gen nolG hicieron que el mutante SVQ749 pMUS1306 retornara 
a los valores de competitividad (57,4 %) similares al control SVQ747 pBBR1-MCS2 (47,6 
%), no siendo esta menor capacidad competitiva debida a la presencia del vector, puesto 
que SVQ749 pBBR1-MCS2 mantuvo un porcentaje de ocupación ligeramente superior 
(89,5 %) al mutante sin plásmido (77,2 %). Estos resultados parecen apoyar la idea de 
que el fenotipo más competitivo que tiene el mutante SVQ749 se debe a la falta de la 
proteína NolG funcional, quizás por la imposibilidad de secretar algún compuesto que 
le haría ser más competitivo por la nodulación que el silvestre. 
Otros parámetros simbióticos estudiados fueron la cinética y la eficiencia de nodulación 
que podrían aportar información muy interesante para aclarar qué está ocurriendo en el 
mutante SVQ749. Observando la cinética de nodulación (Figura 50), cabe destacar que 
el mutante SVQ749, además de ser más competitivo que el parental, indujo un mayor 
número de nódulos por planta que SVQ747 en los primeros días tras la inoculación, 
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llegando este número a ser significativamente diferente a los 17 días tras la inoculación 
(Tabla 29). 
Igualmente, se realizaron ensayos de cinética de la nodulación en las estirpes portadoras 
de los plásmidos pBBR1MCS-2 y pMUS1306, (Figura 51) observándose, cómo copias 
extra de nolG en SVQ749 pMUS1306 le hizo disminuir la velocidad de nodulación con 
respecto al mutante portador del plásmido pBBR1MCS-2, SVQ749 pBBR1MCS-2, pero 
esta tendencia a disminuir no fue estadísticamente significativa (Tablas 30 y 31). 
Los ensayos de eficiencia (Tabla 32) no mostraron diferencias destacables entre las 
distintas cepas de E. meliloti, lo que demostraría que a pesar de que el mutante fue más 
competitivo por la formación de nódulos, esto no repercutió en su capacidad efectiva.  
Otra función que podría estar implicada en el fenotipo simbiótico observado es la 
capacidad de colonización de las raíces, por lo que se hicieron experimentos de adhesión-
colonización de la raíz de M. sativa por parte del parental y el mutante en el gen nolG. 
Los ensayos se hicieron recuperando las bacterias adheridas a la raíz a las 2, 24, 48 y 72 
horas después de la inoculación y los resultados mostraron una mayor capacidad 
colonizadora de SVQ749 frente a SVQ747. De modo que a las 24 horas tras la inoculación 
las raíces de M. sativa inoculadas con la estirpe mutante SVQ749 ya presentaban un 
número de bacterias un orden de magnitud mayor que las raíces inoculadas con la 
estirpe parental. Esta diferencia se mantuvo a las 48 horas y casi subió un orden de 
magnitud más a las 72 horas (Tabla 33).  
Estos resultados contrastan con lo publicado en cuanto al fenotipo simbiótico en M. sativa 
de mutantes de E. meliloti en el gen nolG; ya que Baev et al. (1991) realizaron mutantes 
por inserción de Tn5 en todos los genes del operón en E. meliloti AK631 y todos los 
mutantes, incluido el mutante en el gen nolG, mostraron retrasos de entre 3 y 9 días en 
la nodulación, se redujeron significativamente tanto el número de nódulos por planta, 
como el peso seco de la parte aérea y, por último, estos mutantes se mostraron mucho 
menos competitivos que la estirpe silvestre. Sin embargo, cuando ese grupo realizó el 
mismo estudio en plantas de Melilotus, no detectaron diferencias entre la estirpe mutada 
y la silvestre, explicando este hecho, por la existencia de una función específica de 
hospedador en estos genes. Estos autores descartan que la mutación mediante la 
inserción de Tn5 esté causando un efecto polar en los genes que se encuentran corriente 
abajo, porque al generar un mutante en el que Tn5 se sitúa entre los genes nolF y nolG, 
dicho mutante no presenta fenotipo simbiótico afectado, como sí ocurre cuando Tn5 se 
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encuentra interrumpiendo directamente alguno de los genes del operón. En un estudio 
posterior, Baev et al. (1992) afirmaron que las mutaciones inducidas por Tn5 no 
mostraron un efecto polar en los genes situados corriente abajo del sitio de inserción 
porque se producía expresión constitutiva de estos genes debido al promotor que hay 
dentro del trasposón, el cual se ha demostrado que está activo en E. meliloti (Rostas et al., 
1986). Pero no pueden descartar que la expresión constitutiva de estos genes debida al 
promotor de Tn5 fuera inferior a la de otros genes sobreexpresados (genes nod en 
presencia del flavonoide). Por tanto, no se puede descartar un efecto polar sobre los 
genes corriente abajo en condición de presencia de flavonoides que contribuya a la 
ineficiencia de la producción de los factores Nod. 
En el año 2011, Eda et al. estudiando bombas de tipo RND, construyeron un mutante por 
deleción sin marcador en el gen nolG y no observaron fenotipo simbiótico alterado, por 
lo que también apoyaron la idea de que el fenotipo simbiótico afectado que describió el 
grupo de Baev et al. (1991), podría deberse al efecto polar ejercido sobre el gen corriente 
abajo, es decir, sobre el gen nodN. 
 
Debido a la escasa inducción de los genes nod detectada por experimentos de β-
galactosidasa con SVQ747 pMP240 y en el propio mutante SVQ749 con diversos 
flavonoides (Tabla 26) se estudió la capacidad de inducción de la luteolina mediante 
ensayos de qPCR de la expresión del gen nodA de la cepa parental SVQ747. Estos 
resultados mostraron que la luteolina indujo hasta unas 6 veces al gen nodA frente al 
control sin inducción (Figura 52), y por tanto, debe hacerlo al resto de los genes nod en 
las condiciones en que se ha hecho el estudio (cultivo en medio mínimo a D.O. ~0,3). 
Sorprendentemente, se encontró el doble de expresión del gen nodA en la estirpe 
mutante SVQ749 con respecto al parental, (Figura 53) lo que podría explicar la mayor 
capacidad competitiva de este mutante.   
Una vez comprobada la inducción de la luteolina sobre la expresión de los genes nod, se 
estudió la expresión de los genes nolG y nodN en la cepa parental en presencia y ausencia 
de ésta, observándose que la luteolina indujo 2,5 veces la expresión del gen nolG en E. 
meliloti SVQ747, expresión que se considera estadísticamente significativa (Figura 54). 
De forma similar ocurrió con el gen nodN aunque en este caso con una inducción aún 
más leve (1,4 veces) que la de nolG, tan leve que no se considera estadísticamente 
significativa (Figura 55). La diferencia encontrada entre la expresión de ambos genes se 
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podría explicar, entre otras razones, porque la transcripción vaya decayendo desde el 
principio al final del operón; o bien porque al ser el último gen, el ARN se vaya 
degradando desde los extremos, de forma que el transcrito de nodN es el primero en 
degradarse y por eso la menor la cantidad de ARN que finalmente pasa a ADNc y por 
tanto la que se detecta mediante qPCR.  
Finalmente, se ha comparado la expresión del gen nodN en la estirpe parental SVQ747 y 
en la estirpe mutante SVQ749 (Figura 56), observándose una tendencia a una expresión 
reducida a aproximadamente la mitad, en la estirpe mutante SVQ749 con respeto a la 
parental SVQ747, por lo que el comportamiento del mutante SVQ749 podría estar 
influido por esta leve, aunque no significativa, disminución de la expresión.  
Para eludir el posible efecto polar sobre nodN de la inserción del casete lacZ-Gm en el 
gen nolG en el mutante SVQ749, se llevó a cabo la construcción de un mutante en el gen 
nolG por deleción en fase. En el nuevo mutante en el gen nolG por deleción, E. meliloti 
SVQ761, se secuenció el fragmento generado para llevar a cabo la mutación y así 
corroborar que la pauta de lectura del gen nodN no se había visto afectada. 
Posteriormente se siguió el mismo procedimiento de estudio fenotípico que en el 
mutante SVQ749.  
En primer lugar, se estudió el fenotipo en respuesta a cadmio, cinc, cobre, cobalto y 
níquel y se comprobó que, al igual que en el mutante por inserción del casete lacZ-Gm, 
SVQ749, el mutante por deleción del gen nolG, SVQ761, tampoco presentó ningún tipo 
de alteración en la tolerancia a estos metales pesados (Tabla 34). La observación de la 
secuencia de aminoácidos de NolG de ORT12 (SVQ747) y de la misma en E. meliloti 1021, 
detectó que la secuencia de la proteína NolG no cumple el patrón de aminoácidos que 
típicamente tienen las subunidades RND de los sistemas HME-RND1 y HME-RND2 
cuyos sustratos son Zn2+, Co2+ y Cd2+ para el primer tipo y Co2+ y Ni2+ para el segundo, 
en ninguna de las dos estirpes. Según Valencia et al. (2013), las proteínas de membrana 
citoplasmática RND tienen 12 alfa hélices transmembrana, entre ellas, la alfa hélice IV 
contiene dominios de aminoácidos que están conservados en la mayoría de las proteínas 
RND (Tseng et al., 1999). El HME-RND1 y el HME-RND2 tienen los mismos motivos, 
DFG-DGA-VEN, presentes en las proteínas CzcA (HME1) o CnrA y NccA (HME2) (Nies, 
2003; Goldberg et al., 1999). Ambos residuos de aspartato y el residuo de glutamato en 
la alfa hélice transmembrana IV de la proteína CzcA, se requieren para el antiporte 
protón/sustrato, sugiriendo que probablemente estén implicados en la traslocación del 
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protón (Nies, 2003; Goldberg et al., 1999; Franke et al., 2003). La falta de esta secuencia 
consenso en la secuencia de la proteína NolG de E. meliloti SVQ747 podría explicar que 
no se hayan encontrado diferencias en la capacidad de tolerancia a cadmio, cinc ni 
cobalto, tanto en el mutante SVQ749 como en el mutante por deleción, SVQ761, dado 
que estos metales pesados no serían sustrato de la bomba RND que se está estudiando. 
Las curvas de crecimiento realizadas en presencia de CdCl2 y ZnSO4 tanto en la estirpe 
parental, como en la cepa mutante y la mutante con copias extra de nolG apoyan el 
resultado anterior, ya que mostraron que las tres cepas presentaron la misma capacidad 
de crecimiento en presencia de estos metales pesados (Figuras 59 y 60). 
Conocido el hecho de que la movilidad swimming puede ser uno de los mecanismos que 
se vea alterado en mutantes en los sistemas RND, se han realizado experimentos de 
movilidad swimming al mutante por deleción del gen nolG.  Además, se realizaron 
estudios de las movilidades de las estirpes mutantes portadoras de los plásmidos 
pBBR1MCS-2 y pMUS1306 en medio Brommfield con kanamicina, para evitar la pérdida 
del plásmido. En este caso, y al contrario que ocurría con el mutante SVQ749, se ha 
observado una ligera disminución no significativa de la movilidad del mutante SVQ761 
respecto de la cepa parental SVQ747 (Figura 62). Por otra parte, la estirpe SVQ761 
portadora del plásmido con copias extra de nolG sufrió una reducción significativa de la 
movilidad, indicando que el posible efecto en movilidad no pudo ser complementado 
con una mayor dosis génica de nolG, sino que la adición de copias extra constitutivas 
disminuyen aún más la movilidad de tipo swimming (Figura 63). Por tanto, mientras que 
cualquiera de las mutaciones de nolG (por inserción o por deleción) no afectaron, en 
general, de modo significativo a la movilidad tipo swimming en E. meliloti SVQ747, la 
presencia de copias extra de nolG redujeron significativamente la movilidad de los 
mutantes en medios con kanamicina. 
Por último, se comprobó si el mutante por deleción del gen nolG, SVQ761, estaba 
afectado en su comportamiento simbiótico. Los datos de eficiencia presentados por 
SVQ761 fueron bastante similares a los de la estirpe parental en todos los parámetros 
analizados (Tabla 35). Del mismo modo no se han encontrado diferencias 
estadísticamente significativas entre ninguna de las estirpes portadoras de plásmidos y 
las cepas parental ni mutante. Por lo que se puede decir que la mutación en el gen nolG 
en la estirpe SVQ747 no afecta a la fijación de nitrógeno, al número de nódulos, ni al peso 
seco de los mismos en la relación simbiótica con M. sativa. Sin embargo, al estudiar la 
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competitividad por la nodulación, sí que se ha visto que está alterada por la mutación, 
dado que el mutante por deleción del gen nolG, SVQ761, se mostró más competitivo que 
la estirpe parental (Tabla 36). Lo que ya se había observado en la cepa mutante en el gen 
nolG por la inserción del casete lacZ-Gm, aunque en éste último el resultado fue más 
llamativo que en el mutante delecionado (Tabla 28).  
Cuando se estudió la competitividad de la estirpe mutante que porta el plásmido 
pMUS1306, se observó cómo el fenotipo competitivo recuperó los niveles del parental, 
lo que, al igual que en el caso del mutante SVQ749, podría explicar la implicación del 
gen nolG en el efecto en competitividad. Sin embargo, cuando se analizaron los datos de 
competitividad de la estirpe mutante SVQ761 portadora del plásmido pBBR1MCS-2, se 
apreció una disminución de la competitividad frente al silvestre SVQ747 pGUS3, lo que 
implicaría algún efecto sobre este fenotipo del plásmido vector, por lo que para el futuro 
sería conveniente realizar estos experimentos con un plásmido diferente del utilizado y 
en el que se clonara el gen nolG bajo la expresión de su propio promotor nod.  
La cinética de nodulación que presentó el mutante por deleción SVQ761 fue similar a la 
mostrada por el mutante SVQ749, pues el número de nódulos por planta en los primeros 
días también mostró una tendencia a ser mayor al de la estirpe parental, aunque en este 
caso sin diferencias estadísticamente significativas (Figura 65 y Tabla 37). Sin embargo, 
las estirpes portadoras del plásmido pBBR1MCS-2 y el que expresa constitutivamente 
nolG, pMUS1306, mostraron un desarrollo de nódulos en los primeros días tras la 
inoculación disminuido con respecto al mutante SVQ761. Cabe destacar que la presencia 
del plásmido pBBR1MCS-2 en el mutante SVQ761 muestra una disminución de la 
velocidad de nodulación mayor que la de la estirpe que porta el plásmido pMUS1306 
(Figura 66 y Tablas 38 y 39).  
Por último, cuando se realizaron los estudios de adhesión-colonización de SVQ761 en 
las raíces de M. sativa  comparándolo con SVQ747, se observaron el doble de unidades 
formadoras de colonias adheridas del mutante que de la cepa parental SVQ747 a las 24 
y 48 horas, igualándose a las 72 horas (Tablas 40 y 41).  
Los resultados obtenidos indicarían que los efectos provocados por la mutación en nolG 
en los mutantes SVQ761 y SVQ749 son similares en cuanto al aumento de la capacidad 
competitiva, la mayor infectividad y la mejora de la adhesión-colonización, siendo más 
acusados estos efectos en el mutante por inserción de lacZ-Gm que en el mutante por 
deleción. La mayor capacidad competitiva de las estirpes mutantes en el gen nolG, podría 
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estar influida por la mayor capacidad colonizadora que presentan dichas cepas con 
respecto a la parental SVQ747, lo que además se relaciona con el hecho de que los 
mutantes desarrollen nódulos antes que el parental. Este efecto presenta una relación 
directamente proporcional, cuanto mayor es la diferencia de bacterias adheridas, más 
rápidamente se desarrollan los nódulos y mayor es la capacidad competitiva en 
comparación con el parental. 
Visto todo lo anterior, existía la necesidad de conocer que aspectos podrían estar 
alterados en las estirpes mutantes que fueran los causantes de la mayor competitividad 
observada. Por ello se pensó en la posibilidad de que, al estar mutada la bomba RND, se 
estuvieran acumulando compuestos en el interior celular que estuviesen alterando la 
expresión de los genes nod. Para comprobar esto se transfirió el plásmido pRmM57 a la 
estirpe parental SVQ747 y las dos cepas mutantes SVQ749 y SVQ761. Este plásmido 
porta la fusión transcripcional nodC::lacZ de modo que se puede ver la expresión de los 
genes nod mediante actividad β-galactosidasa en presencia y ausencia de luteolina. De 
esta forma se averiguó que la expresión del gen nodC, no presentó diferencias de 
inducción por luteolina entre las tres cepas, al menos en las condiciones estudiadas, 
medio de cultivo YM a D. O. a 600 nm de ~0,2 - 0,3 (Figura 67). Estos valores fueron 
ligeramente mayores a los obtenidos con pMP240 pero, sin embargo, no concuerdan con 
los detectados en la expresión del gen nodA entre la estirpe parental y el mutante SVQ749 
mediante qPCR, siendo, además, la expresión del mutante el doble que la del silvestre 
(Figura 53). Por tanto, cabe la posibilidad de que la inactividad de la bomba RND esté 
produciendo la acumulación de algún compuesto que esté sobreexpresando los genes 
nod, pero que esto no sea detectable por experimentos de β-galactosidasa. 
 
En su conjunto, los resultados obtenidos implicarían de alguna manera al sistema 
RND en la simbiosis de E. meliloti SVQ747 con la alfalfa lo que, además, cabría esperar 
teniendo en cuenta que la expresión de estos genes se induce en respuesta a luteolina. El 
comportamiento similar, fundamentalmente de mayor competitividad frente al 
silvestre, observado en los dos mutantes en el gen nolG, obtenidos por dos vías distintas, 
implicaría directamente a este gen con la mejora de esa capacidad. Para explicar que la 
mutación en nolG determine una ganancia de actividad habría que tener en cuenta la 
mayor expresión de nodA en la cepa SVQ749 frente al silvestre, que podría ser indicativa 
de una mayor producción de factores Nod por el mutante que le diera una ventaja en las 
DISCUSIÓN 
 
 210 
primeras etapas de la simbiosis. La mutación en el gen nolG, especialmente en el caso del 
mutante SVQ749, determinando un sistema RND no funcional, podría provocar que se 
esté  acumulando en el interior celular algún compuesto, como moléculas del tipo acil 
homoserina lactona (AHL) de cadena larga sugerido por otros autores (Evans et al., 1998; 
Pearson et al., 1999; Chan y Chua, 2010) o algún compuesto similar, que necesitaran un 
sistema RND funcional para su secreción y que, de alguna manera pudieran estar 
alterando la expresión de genes nod, como se ha visto en el caso del gen nodA en SVQ749, 
o bien estar regulando sistemas génicos implicados en la mejor colonización y de esa 
forma haber provocado una mayor ventaja sobre la cepa parental. En cualquiera de los 
casos, aún quedaría por determinar el papel exacto del gen nolG en el correcto proceso 
de secreción través del sistema RND y su implicación final sobre la simbiosis o sobre la 
adaptación al modo de vida libre o al modo simbiótico. 
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 El Parque Natural Marismas del Odiel, las dunas de San Fernando y el Paraje 
Protegido de Río Tinto constituyen áreas de interés para el aislamiento de rizobios 
tolerantes a distinto tipo de estrés abiótico como salinidad y pH y con 
propiedades promotoras del crecimiento vegetal como la producción de AIA y 
solubilización de fosfatos.  
 
 Los rizobios aislados de nódulos de M. marina soportan concentraciones de sal 
superiores a las del resto de aislamientos, crecen en un rango de pH más amplio 
y presentan propiedades promotoras del crecimiento vegetal de forma más 
acusada. 
 
 E. meliloti simbiovariedad meliloti es el simbionte natural más frecuente de M. 
marina en las zonas estudiadas, además, E. medicae ha sido aislado por primera 
vez de nódulos de esta planta y E. kummerowiae ha nodulado eficientemente a M. 
marina bajo condiciones de laboratorio.  
 
 Los aislamientos de M. marina, si bien comparten características fisiológicas y  
filogenéticas, son simbióticamente diversos presentando distinto rango de 
nodulación entre ellos y con la cepa tipo de E. meliloti LMG 6133T. 
 
 El aislamiento E. medicae SF3.41, así como la cepa M19.1 fueron las únicas estirpes 
efectivas en todas las especies de Medicago analizadas, lo que no ocurrió con el 
resto de aislamientos de M. marina. 
 
 Los dos mutantes en el gen nolG de E. meliloti SVQ747 son más competitivos por 
la nodulación que el silvestre, lo que podría estar relacionado con la mayor 
capacidad para colonizar las raíces de alfalfa en los primeros días tras la 
inoculación y con el desarrollo de nódulos tempranos en la planta, siendo estos 
fenotipos más acusado en el mutante por inserción del casete lacZ-Gm que en el 
mutante por deleción.  
 
 
CONCLUSIONES 
 
214 
 
  
 La diferencia en la magnitud del fenotipo simbiótico del mutante SVQ749 con el 
mutante SVQ761 podría deberse al efecto de la inserción en nolG  junto a la menor 
expresión de nodN que esta inserción parece provocar.  
 
 El incremento de la expresión del gen nodA en el mutante nolG por inserción frente 
al silvestre podría ser debida a la acumulación de algún factor en el interior celular 
que determinara una mayor síntesis de factores Nod y una mayor capacidad 
competitiva de este mutante. 
 
 La mutación en el gen nolG de E. meliloti SVQ747 no afecta a su efectividad 
simbiótica en M. Sativa, así como tampoco afecta de forma significativa a la 
movilidad de tipo swimming.  
 
 El gen nolG de E. meliloti SVQ747 no parece estar implicado en la tolerancia a los 
metales pesados ni a diversas sustancias antimicrobianas ensayadas. 
 
 La función del sistema RND al que pertenece NolG, o los sustratos que transporta 
dicha bomba, parecen ser diferentes en E. medicae SVQ748 que en E. meliloti 
SVQ747 ya que se han encontrado ligeras diferencias en su implicación en la 
tolerancia a metales pesados entre ambas especies, así como distinto fenotipo en 
competitividad simbiótica.  
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